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緒言
中性脂質であるコ レス テ ロ ー ル およびトリグリセリド(T G)は細胞 の構成成分,
情報伝達物質, ステロイドホ ル モ ン , エ ネル ギ ー 等の 生合成原料として重要な役割を
果たして いる(1). これらの 中性脂質は疎水性が強く単独 では血液中に存在できない
ため, アポ蛋白と呼ばれる蛋白質およびリン脂質などの 両親媒性分子と複合体を形成
し, ミセ ル 状のリボ蛋白の形で血清中に分散して い る. 血清リボ蛋 白は , その密度 , 由
莱 , 機能などから, カイロミクロ ン , 超 低比 重リボ蛋白(V L D L), 中 間比重リボ蛋白
(ID L), 低比重リボ蛋白(L DL)および高比 重リボ蛋白(H D L)に分類される(Fig. 1).
V L D Lr e m n ant
Fig.1. Lipopr otein c atabolis m pathw ay in hu m a n s. In the lipopr otein c o r e s, white
indicates choleste ryle ste r(C E)and black indicate striglyc e ride(T G). Box es(A, C, B48
a nd Bl｡0) o nthe lipopr otein indic ate apopr oteins. A bbreviatio n :L P L, 1ipoprotein
lipas e;H LJ, hepaticlipase; C E T P, choleste ryl e ste rtr a n sfe rpr otein;L C AT, Lecithin:
chole ste r olacyltr a n sfer as e
体内で利用されるコ レス テロ ー ル および T G は経 口的に摂取され, 腸上皮細
胞で構成されて血液中に分泌される外 因性 の 脂質(カイロミクロ ン)と, 肝臓で合成さ
- 1 -
れ , 血液 中に分泌される内因性 の 脂質(VL D L)とに分けられる. カイロミクロ ンおよび
v L D Lはともに T G含有量が多い 大型 のリボ蛋白粒子(T Gてichリボ蛋白)であり, どち
らの粒子も末梢組織の 毛細血管内でリボ蛋白リパ ー ゼ(LPL)の 作用 を受けて , 粒子
内の T Gを遊離脂肪酸の形 で末梢組織に供給する. しかし, これらの粒子 の 大きな違
い はカイロミクロ ンはアポ蛋白(apo)B - 48を持 っ ているの に対し, V L D Lは apotB - 100
を持 っ て いることである. 肝臓には apoB - 48に対して親和性の高い受容体が存在する
ため, カイロミクロ ンは効率良く肝臓に取り込まれる. 一 方, 肝臓由来の V L D Lは血簾
中に長時間残留するため, 滞在中にL P LによるT Gの 分解がさらに進み粒子中の T G
含有量が低下するだ けでなく, コ レ ステリル エ ステ ル 転送 蛋白(C E T P)の 作用 により
H D Lなどの別 のリボ蛋白粒子からコ レス テロ ー ル を受け取ることにより, 構成脂質の大
部分がコ レ ステロ ー ルとなっ た L D L粒子となる. L D Lは末梢組織にコ レ ステロ ー ル を
供給する重要な働きを担 っ ており, 末梢組織 の L D L受容体によっ てリボ蛋白粒子ごと
細胞内に取り込まれて代謝される. 一 方 , 末梢組織にはコ レステ ロ ー ル を分解す争機
能がない ため, 末梢組織で使われなか っ た余剰なコ レ ステロ ー ル はレ シチン:コ レス テ
ロ ー ル ア シル 転送酵素(L C A T)の働きによりH D L粒子を介して肝臓に運 ばれ , 処理
される.
この ようにリボ蛋白粒子数を調節して いる主要な臓器 は肝臓 であり, さらに
様 々 な脂質代謝酵素療の作用により血衆脂質量 は 一 定に保たれて いる. 従 っ て , こ
れらの 脂質代謝系の どこか に異常をきたすとリボ蛋白代謝が滞り, これらのリボ蛋白に
多く含まれる占レステ ロ - ル や T Gの血祭申渡度が異常に高くなる病態である高コ レス
テロ ー ル 血症または高 T G血症を発症することとなる(2).
高コ レス テ ロ ー ル 血症が, 動脈硬化性疾患, 特 に虚血性心疾患の発症と深く
関わっ て いることは , 欧米における Fr amingham study(3), 本邦におけるJ-LITstudy
(4)などの 大規模疫学試験結果によっ て 証明された . さらに 高コ レス テ ロ ー ル 血症を
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治療すると動脈硬化性疾患を予防できるというデ ー タも多くの 臨床 試験で示されてき
て†､る(5
- 7)･ 一 九 高 T G血症 に関して は, 臨床上高頻度にみられるにも関わらず,
1 000mg/dLを越 えるような著しい 高値となっ て謄炎を引き起こす 以外 では , 高コ レ ステ
ロ ー ル 血症のようなコ ン セ ンサス が得られた 一 定の 認識 がまだ確立されて いない . 高
T G血症と虚血性心疾患の関係に つ い ても, 高 T G血症が原因となるという報告(8,9)
がある 一 方 , 関連性が少ない(10)という相反する報告がなされて い る . 一 般に , 血 祭
T G値は測定条件により変動が多 いこと, T G の代謝は L D Lや H DL などの 他 のリボ蛋
白代謝と関連するため, 他の 危険因子との分離が 困難であることなどが結論を難しくし
てい る(1ユ). しかしながら, 動脈疲化進展との密接な関連性が指摘され , 近年注 目を
集めて いるサイズが小さく比重 の 重い小型低比重 L D L(s m all, de n s eL D L) や, カイロミ
クロ ンやv L D Lが血祭中で代謝されて生じ, 血管に蓄積しやすい が, 通常は血祭中か
ら速やか に除去されるレムナント粒子 の 増加と血祭 T G値との 間に良好な相関が認め
られることが報告されて いる(1 2- 1 4). さらに, 欧米で実施された1 7 の大規模臨床試験
の 二 次解析結果(15)から, 血祭 T G値が独 立した危険因子 であることが報告されるな
ど, 動脈硬化性疾患の危険因子として高 T G血症を考慮することの 重要性も次第と明
らか になっ てきている.
3- Hydroxy- 3- m ethylglutarylc o e n zym e A(H M G- CoA)還元酵素阻害薬はそ
の優れた効果および安全性から高コ レ ステ ロ ー ル 血症 の治療薬として臨床 の場で広く
使われて い る. H M G- CoA 還元酵素阻害薬は体内 - の コ レ ステ ロ ー ル供給量を調節
i/ている肝臓に作用し, コ レ ステ ロ ー ル 生合成の律速酵素で ある H M G- CoA 還元酵素
を阻害することによりコ レステ ロ ー ル 生合成を抑制し, 肝細胞 の コ レ ステ ロ ー ル 需要 を
増加させる . その 結果 , 肝細胞表 面 の L D L受容体が誘導され , 血衆中に存在する
L D L の肝臓 - の取り込みを促進し, 結果として血祭中の コ レ ステ ロ ー ル値を低下させ
ヽ
ると考えられて いる(16,17). これに対 し, H MG - CoA 還元酵素阻害薬の 血祭 T G低下
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作用 は弱く, 高 T G血症の治療に は主 にフィブラ - ト系薬剤が使われている. 従っ て,
動脈 硬化性疾患発症率が特に高いことが知られている複合型高脂血症患者(18)に
対 して は, H M G- CoA 還 元酵素阻害薬およびフィブラ - ト系薬剤の併用投与が効果
的であるが, この併用投与は横紋筋融解症の発症率を増加させることが知られており,
極 め て慎重に投与され る必 要 が ある(19). こ の 様 な状況 で , 近 年 上市された
H M G- CoA 還元酵素阻害薬アトル バ スタチン は, 臨床試験において強力な血紫コ レス
テ ロ ー ル低下作用を示すだけでなく, フィブラ - ト系薬剤に匹敵する血祭 T G低下作
用を示すことが報告された(20,21). アトル バ スタチン が強力なコ レス テ ロ ー ル 低下作
用を示すの は, 本薬の効力 持続時間が非常に長いことに起因すると考えられて いる.
アトル バ スタチン の in vitr o にお けるコ レス テロ ー ル合成抑制作用は他の H M G- CoA
還元酵素阻害薬と同程度であり, H M G- CoA 還 元酵素阻害作用以外 の本薬特有の
作用は認められて いない . ところが,in vivo ではアトル バ スタチン本体と同等の効力を
持 つ 活性代謝物の寄与もあり持続的な薬効を示す(22,23). 実際に , ヒトで血準メバ ロ
ン酸を指標としたコ レステt=･ - ル 合成活性をシン パ スタチンと比較した試験で , アトル
バ スタチン の抑制作用は単回投与で 2 4時間持続したの に対して , シ ンパ スタチンの
作用 は投与後8時間から減弱していくことが示されている(24).
一 方, コ レステ ロ ー ル 生合成系にしか作用 しない はずの H M G-CoA還元酵素
阻害薬であるアトル)1スタチンが何故 T G低下作用を示すの か に つ いては議論の対
象となっ た. 非臨床試験 の結果から, この アトル バ スタチンが内因性 T G の供給系であ
る肝臓からの VL D L分泌 を抑制することが報告された(25). 臨床試験にお いても,
L D L受容体を完全に欠損したホモ 接合型家族性高コ レステロ ー ル 血症患者におい て ,
アトル バ スタチンは血清コ レ ス テロ ー ル および T Gを低下させることが報告されており,
V L D L分泌抑制作用 の寄与が認められ て いる(2 6). さらに , 1998年 に報告された細胞
を用 いた試験から, アトル バ スタチンの V L D L分泌抑制作用 には肝細胞 での コ レス テ
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ロ ー ル 合成抑制作用が関与しており, コ レ ス テロ ー ル 生合成抑制作用が血祭コ レ ステ
ロ ー ル低下作用 の機序であるL D L受容体の誘導だけでなく, T Gを低下させる VL D L
分泌抑制作用にも関与することが示唆され注目された(27). 肝臓 におけるV L D L粒子
の 合成は小胞体膜上 で 行 わ れ て おり, 中性脂質 の 転送酵素で ある micro s om al
triglyc e ridetr a nsferpr otein(M T P)の 作用 による apoBとT Gやコ レ ステリル エ ステ ル な
どの 脂質成分との結合が律速とな っ ていることが知られて い る(畠8). これらの研究結果
から, アトル バ スタチン の T G低下作用 は , 主として肝臓におけるコ レ ステ ロ ー ル 合成
抑制作用 に基 づ い て VL D L分泌 を抑制することにより, V L D L粒子 に多く含まれる T G
の肝臓から血祭中 - の供給を低下させることが要因と示唆されて いる(Fig. 2).
●
↓
H M G･CoA r edu cta s e尊
C hoJe ste r o書synthe sis%
choJester ol@
↓
C ho[e ste ryL@
e ster
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Fig･ 2･ Hypothetical m e cha nis mby which ato Ⅳ a statin decr ease spla s ma chole ste rol
a nd T G･ Itis w ell known that H M G- CoA redu ctaseinhibito r sinduce hepatic L D L
r e c eptor a ctivity via r eductio nin hepatic chole ste r olsynthe sis. Ato Ⅳ a statin m ay also
decr eas ehepatic V L D Las sembly and secr etio n via the s a me m echa nism s, thatis,
～
hepatic chole ste r olredu ctio n.
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しかし, 従来 の H M G- CoA 還元酵素阻害薬を用 いた試験では , VL D L分泌を
抑制するとの報告(29,3 0)と, 抑制しないとの 報告(31)が混在することから, V L D L分
泌抑制作用がアトル バ スタチン 特有の作用なの か , それとも H M G- CoA 還 元酵素共
通の作用であるの か明確で はなか っ た . 加えて, T G生合成系には直接作用しないと
考えられて いる HMG - CoA 還元酵素阻害薬が肝臓からの V L D L分泌を抑制した療合,
代償的な肝臓中 TG 増加 , 即ち脂肪肝 の発症が危慎されるが, そ のような報告はなさ
れて いない . このように, アトル バ スタチン の V L D L分泌抑制作用が血衆T G低下作用
の機序と考えた場合, 解明す べ き重要な問題点が多く残されて いた .
そこで我 々 は , ヒト肝癌細胞由来 HepG2細胞および庶糖を負荷することにより
作製した高 T G血症 モ デル 動物(庶糖負荷ラット)を用 い て, アトル バ スタチン の V L D L
分泌抑制作用を検討し, 脂質代謝系に対する作用 , 遺伝子発現量および酵素活性を
調 べ ることによりその 作用機序解明を試みた(第1 章 - 第 3 章). さらに, 動脈硬化性
疾患との強い関連性が近年指摘されて いる食後高 T G血症(32,33)に対するアトル バ
スタチンの 作用 を検討した(第4章). 本試験で は, 斎糖負荷ラットを用 い て食後高T G
症を評価可能な新規動物モ デル を作製し, アトル バ スタチンの 食後高T G血症予防効､
果とともに, その効果発 現機序を検討した . 以下 , 本研究で得られた知見を第1牽から
第 4章まで 4編に分けて論述する.
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第1 章 HepG2細胞 における VLDL分泌抑制作用の検討 : 細
胞内コ レス テ リ ル エ ス テ ル含量の関与
前臨床試験および臨床試験にお い て , アトル バ スタチンは従来の H M G- CoA
還元酵素阻害薬と比較して強力 な血祭コ レ ステ ロ ー ル 低下作用を示すだけでなく,
フィブラ - ト系 薬剤に匹敵す る血 祭 T G 低下 作用 を示すことが報告され て い る
(2 0,21,25). 血凍中に存在する T Gは, 食後を除いて 主に肝臓で合成された T Gであ
り, V L D L粒子 の 形で 肝臓から供給されて いる(34). アトル バ スタチン は肝臓からの
v L D L分泌を抑制することが報告されており(25- 27), アトル バ ス タチン の 血祭 T G低
下作用 には主 に肝臓からの V L D L分泌抑制作用が 関与すると考えられて いる.
初代培養肝臓細胞や HepG 2細胞(35)を用 いた様々 な試験結果から, V L D L
を構成する主要な脂質である T G(31,3 6- 38), コ レステリル エ ステ ル(30,39), リン脂質
(40)などの 細胞内生合成活性を低下させると, 肝細胞 からの V L D L分泌量が低下す
ることが示されてい る. これは , V L D L の産生 に必要な構成脂質が不足すると肝臓から
の 分泌 に必要な蛋白である apoB と脂質との結合量が低下するためと考えられている
(28). アトル バ スタチンの H M G- CoA 還元酵素阻害活性は他 の H M G- CoA還元酵素
阻害薬と同程度であるもの の(41), 肝 臓中に長時間留まることが 示されており(22),
HMG - CoA 還元酵素阻害作用 の持続時間が他の H M G- CoA 還元酵素阻害薬と比較
して長 いことが報告されて いる(24). これらの 薬物 特性から, アトル バ スタチン は肝細
胞で の コ レステ ロ ー ル 生合成を長時間抑制し, V L D L分泌 活性 の 調節因子の 一 つ で
ある細胞 内コ レステリル エ ステ ル含量を強く低下させることが推察される. その 結果, ア
トル バ スタチンは他の H M G- CoA 還元酵素阻害薬よりも強力 に VL D L分泌を抑制し,
血祭 T G値を低下させる可能性がある.
ヽ
本章では , HM G- CoA 還元酵素阻害薬の効力および作用持続時間と, 細胞
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内コ レ ステリル エ ステ ル含量低下および V L D L分泌抑制作用との関連を調 べ ることを
目的として, HepG 2細胞を用 い たin vitr o試験を実施した . ここで は , アトル バ スタチン
および同じく H MG - CoA 還元酵素阻害薬であるシンパ スタチンの 処置時間を 1 - 24
時間と変えて細胞 の V L D L分泌活性 を測定することにより, HMG - CoA 還元酵素阻害
作用とV L D L分泌抑制作用との関連性を検討するとともに, 被験薬特異性を検討した .
さらに , 本実験では細胞内の コ レ ステ ロ ー ル および T G の生合成系に対する作用なら
びに脂質代謝酵素遺伝子発現量 に つ いても併せて検討し, これらの 作用がアトル バ
スタチンの T G低下作用 - 寄与する可能性につ い ても併せて検討した .
1. 実験方法
ト1. 試薬および使用薬物
以下の 試薬は市販品を購入した:牛血清アル ブミン(BSA, Sigm a), リボ蛋白
除去牛胎児血清(LP D S, igm a)および牛胎児血清(F B S, Sigm a), グル ベ ッ コ 変法
イ ー グル 培地(D M E M, GIBCO B R L), ブロ ックエ ー ス(大日本製薬株式会社), マウス
抗ヒトapoB モノクロ - ナル 抗体, ヤギ抗 apoBポリクロ ー ナル 抗体およびアル カリフォス
ファタ - ゼ標識ウサギ抗ヤギ IgG 抗体(c be mic o n), フォ スファタ - ゼ基質(Sigm a),
D レメバ ロノラクトン(Sigm a), [2- 3H]グリセ ロ - ル(41 G B/m mol, Am e r sha m),[1J 4c]
酢酸(2 G B/m m ol, 第 一 化学薬品株式会社), Aqu a s oト2(Packard BioScie n c e), 血清
脂質測定キット(コ レ ステ ロ ー ル C - テ ストおよび遊離コ レステロ ー ル C - テスト, 和光純
薬工業株式会社), 蛋白質定量キット(BIO - R A D D C Pr otein As s ay, 日本バイオ ･ラッ
ド ラボラトリ ー ズ株式会社), TaqMan Pr obe(Ge n s et K. K.), Is oge n(Nip po n Ge n e),
M T P活性測定キット(Roar Bio m edic al). アトル バ スタチン はワ - ナ - ･ラン バ ー ト株式
会社(現ファイザ ー 製薬)から譲渡されたもの を使用した. シン パ スタチンは 市販 の 錠
剤から抽出した. M T P阻害薬 B M S- 201 03 8は山之内製薬株式会社で合成したもの を
- 8 -
使用した . 被験薬の希釈溶媒としてジメチル ス ル ホオキ シド(D MSO)を用 い , 培養液中
で?D M S O の最終濃度は0･5%以下になるように調製した ･ シ ンパ スタチ ンは既報(42)
に従いラクトン環を開環させた活性体を調製し, 実験に使用した .
ト2. 細胞培養
ヒト肝癌細胞由来 HepG 2細胞 は Am e rican Type Cultur eColle ctionより購入
した. 細胞は ペ ニ シリン ･ ストレプトマイシン溶液(1 00 U/ml)および非動化した FB Sを
10%添加 した D M E M培地を含む55c m2組織培養用ディッ シ ュ を用 いて , 3`7℃ , C O2/ 空
気(1:19)の 条件 で継代培養した. 実験時に は細胞を10% F BS含有 D M E Mに分散し,
6 - 2 4w ell の組織培養用プレ ー トに添加して3 - 4日 間培養した . 測定の 24時間前に
培地を10% L P D S含有 D M E M培地 に交換後 , 処置時間が 1, 1 4および 24時間 にな
るように被験薬を添加 し, それぞれ の処置時間経過後, 各種実験に用 いた . 細胞蛋白
量は O.1 - 0.5 N NaO H溶液にて細胞を溶解後, 蛋白量測定キットにて測定した.
1-3. コ レス テ ロ ー ル生合成活性の 測定
コ レステ ロ ー ル 生合成活性 の測定は既報(43)を若干改変して実施した. 被験
薬前処置(1 - 24時間) 終了後, 被験薬および[14c]酢酸(37 k Bq)を含む 1% B S A含有
D M E M培地でさらに 6時 間培養した . 培地を除去後 , 細胞をP BSで洗浄し, 細胞 中の
脂質を - キサン/イソプロ パノ ー ル(3:2)2.5 mL で抽出した. 有機溶媒層を回収し, 逮
･hェ バ ボレ ー タ(E C 92 D- 2型 , 株式会社佐久間製作所)で溶媒を留去して , 少 量の -
キサン(50PLX2)で再度脂質を溶解した . 遊離コ レステ ロ ー ル および コ レ ステリル エ ス
テル 画分を薄相クロ マトグラフィ法[プレ ー ト:Silic agel 60(Mer ck), 展 開溶媒:石油
エ ー テ ル/ジ エ チル エ ー テル/酢酸(80:20:1)]で分離し, Aquas oト2(5 mL)を加 え, 放
射活性を液体シンチレ ー シ ョンカウンタ ー (2200 C A型 , pa cka rd)で 測定した .
ト4. TG生合成活性および分泌量 の測定
ヽ
･ 被験薬前処置(1 - 24時 間) 終了後, 被験薬および[3H] グリセ ロ - ル(185
- 9 -
k Bq)を含む 1% B SA含有 DM E M培地でさらに6時間培養し, 培地を回収した. 細胞を
PB Sで 洗浄し, 培地 および細胞中の脂質を - キサン/イソプロ パ ノ ー ル(3:2)2.5 - 3
mL で抽出した . 有機溶媒層を回収し, 遠心 エ バ ボレ ー タで溶媒を留去 して , 少量の
ヘ キサン(50PLX2)で 再度脂質を溶解した. T G画分を薄相クロ マトグラフィ法で分離
し, 放射活性を液体シンチレ ー シ ョンカウンタ ー で測定した. ･
ト5. ApoB分 泌量 の 測定
培地中の apoB 畳は sa ndwich e nzym e-linked im m u n os rbe nt as s ay(E LISA)
法により定量した(44). 被験薬前処置(1 - 24時間) 終了後, 被験薬および 1% B SAを
含む無血滑 D M E M培地にてさらに 6 時間培養した . 回収した培地を遠心分離(4℃,
1000rpm , 10分間)して細胞を除去し, 上清を10%ブロックエ ー スで 10倍に希釈した.
マ ウス抗ヒトapoB モノクロ - ナ ル抗体(90ng)をコ ー ト(4℃ , - 晩)し, 250/.ブロ ック エ ー ス
でブ ロ ックした 96w ellim m u n oplate(Ma xSo rp F 96, Nu n c)に希釈した培地を加えイン
キ エ ペ - ト(37℃ , 3時間)した･ o･1% Tw e e n20含有p B Sで 3 回洗浄後, ヒツジ抗apoB
ポリクロ ー ナル 抗体(1:2000 P BS)を加えインキエ ペ - ト(37℃ ,1.5 時間)した. 洗浄役,
ア ルカリフォス ファタ - ゼ標識ウサギ抗ヤギ IgG 抗体(1:400010%ブロック エ ー ス)を加
え1時 間インキ エ ペ - ト(37℃)した. プ レ ー トを洗浄後, フォ スファタ - ゼ基質を加えて ＼
発色させ , マ イクロ プレ ー トリ ー ダ ー (Model3550, BioRad)で 405n mにおける吸光度
を測定した . ヒト血祭
■
L D L(5 - 160ng 蛋 白/mL)を標準液とし, 標準液の検量線から
apoB 量を算出した .
ト6. ･ 細胞内 コ レス テ ロ ー ル 含量 の.測定
細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル 含量 の 測定は既報(45)を若干改変して実施 した .
HepG 2細胞を6w ell組織培養用プレ ー トで培養し, 被験薬処置後, 培地を除去しP B S
で細胞を洗浄した . - キサン/イソプロ パノ ー ル(3:2)4mL で脂質を抽出後, 2% Triton
X - 100/クロ ロ ホ ル ム(1 mL)を加 え, 遠心 エ バ ボ レ ー タで溶媒を留去した . 蒸留水(1
- 10 -
mL)を加えインキ エ ペ + ト(3 7℃ , 15分間)し, 脂 質を溶解させた. 溶解液に市販 の総
コ レ ス テ ロ ー ル 測定キ ットまたは遊離 コ レ ステ ロ ー ル 測定キットを加 え, 分 光光度計
(U - 3210型 , 株式会社日立製作所)で 505n mの 吸光度を測定し, コ レステ ロ ー ル 含量
を算出した, コ レステリル エ ス テ ル 含量は総コ レ ス テロ ー ル 値から遊離 コ レ ステ ロ ー ル
値を除くことにより算出した .
トT MTP活性の 測定
M T P活 性はリポソ ー ム 問の T G転送活性を蛍光活 性の 増加(励起波長 465
n m, 測定波長535n m)として検出する市販の M T P活 性測定キットを用 いて測定した .
MT Pはキ ットに付属の 説 明書に従い , H epG2 細胞の ホ モ ジネ - トを使用して調製し
た.
1-8. 脂 質代謝酵素 mRNA量の 測定
HepG2細胞を被験薬および 10% L P D Sを含む培地で 24- 48時間培養した .
培地を除去し, 細胞をP B Sで洗浄後,totalRN AをIs oge n(1 mL)を用 いて , 付属 の説
明書に従 い分離した . 分離した total R N Aから cD N A合成キット(S U P E RS C RIP T
Pre a mpli丘c atio nSystem forFir stSta nd CD N A Synthe sis, GIB C O B RL)を用い て cD N A
を合成し, 各 mR N A量をA BI PRIS M 7700syste mを用 いて P C R法にて定量した(46).
オリゴヌクレオチドプライマ ー および TaqMa npr obe は P rim er Expr e s s v e rl.0(Pe rk in
E血e r Ap plied Bio syste m s)を用 い て , 下記 の 配列に従い作製した:L D L受容体(Gen
Ba nk ac c e s sion N O. L29401), H M G- CoA 還元酵素(M 15959), M T P(X 59657), およ
び glyc e r aldehyde- 3- phosphate 脱水素酵素(G 3 P DH; XO2 231). TaqMan プロ ー ブ,
fo rw ard プライ マ ー お よび revers e プライ マ ー の 配 列 は 以 下 の 通 りで ある .
L D L- TaqM a n pr obe 5
'
-(6F A M)- CA A G T T C A A G TGTC A C A G C G G C G A A-
(aT A M RA)- 3
'
. L D L io rwa rd- prim e r :5
'
- G T T G G C T G C G T TA ATGTG A C A- 3
'
ヽ
L D LてIev erse -prim er : 5
'
- G G C A G TC C T A G C C A T G T T G C-3
'
HM G- C｡A
- 1l-
redu cta se - TaqM an pr obe :5
'
-(6F A MトC C T A C G T T T A C C C T C G AT G C TT T G T
(aT A M R Aト3
'
. H M G- CoA r edu cta se -fo r w ard- prime r :5
'
- A A A T A T T G C T C G T-
GGA A T G G- 3
'
･ li MG - CoA r edu cta se - prim er :5
'
- T T G G C A A G A A C T G A-
C A T G C-3
'
. M T P- TaqM an probe :5
'
-(6FA M)- A G C T C T G G A A CC CCA A TGA -
GG T A G A(aT A M R Aト3' . MT P iorward- prim e r :5
'
- G G C T A G CCT A T T T C A G A-
C A C A- 3
'
. M T P- r eve r s e- prim e r:5
'
- GA T G A- G C C T G G T A G G T C A C T-3
'
. これ
らの プロ ー ブおよびプライマ ー は Ge ns et K. K. から購入した. サンプル 量 による影響を
補正するため, 各脂質代謝酵素の mR N A量は G 3P D HmR N A畳 に対する相対量とし
て表した .
ト9. 統計学的方法
実験は 4 w ell以上 で行 い , 独 立した試行回数は各図表に記載した. 測定値
は細胞蛋白量で補正し, 各 w ell間 の平均値± 標準誤差で示した. 有意差検定は溶媒
処置群と各被験薬処置群との 間で Stude nt の t検定または Dun n ettの 多重比較検定
を行い , 危険率 5%未満を有意とした. 濃度依存性および時間依存性は変化率を直線
回帰法により検定した .
2. 結果
2-1･ 細胞内コ レス テ ロ ー ル生合成およびTG生合成に対する作甲
アトル バ スタチン(10- 1000nM)は 1, 1 4および2 4時間の全ての 処置時間に
お いて , 濃度依存的 に[14c]酢酸からの遊離コ レス テロ ー ル 合成および コ レ ステリル エ
ス テル 合成を抑制 した(Table 1). 一 方 , アトル バ スタチン は[3H]グリセ ロ - ル か らの
T G生合成活性 に対して, す べ ての処置時間にお いて影響を与えなか っ た .
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Table i. Effect ofato rv astatinonlipidsynthe sisin HepG 2c ells.
A ddition s Intr a cellularlipidsynthe sis(% Co ntr ol)
[14c]Fr e e [14c]c hole ste ryl [3H]T G
chole ste r ol ester
1J5rpyelbcL[batl
'
o n
ATR(10nM)a)
A T R(10 0nM)
A T R(1000nM)
14AT Prelbcubatl
'
017
A T R(10nM)
A T R(100 nM)
A TR(100
I
o nM)
24ArprelbcLlbatl
'
o n
A T R(10nM)
A T R(100nM)
A T R(1 00 0nM)
87 ±1* *
53 ± 0* *
22 ±1* *
95 ±0 *
70 j:1 * *
43 ± 2* *
90 ±1* *
7 0 ±1* *
43 ±1* *
68 ±3 * * 98 ±1
32±3 * *
12±1 * *
80 ±2* *
46 ±2* *
22 ±0* *
68±2 * *
44±3 **
21 ±1**
1 00±3
1 00 ±2
103 ±3
103 ±2
107 ±2
98 ±3
1 00 ±3
1 04 ±4
Cultu r ed
.
HepG 2c els w er ein c ubated with atorva statin(A T R)at the c onc e ntr atio n s
indic ateda)fori, 14and 24 hr. Afte r apr einc ubatio nperiod, m ediu m w a s r epla c ed with
ide nticalc o n c entratio n s of drugs a nd 3 7 k Bq[14c]ac etic a cido r185 kBq[3H]glycerol
for 6 hr. The c ellula rlipid w a s extr a cted a nd s epar ated by T L C, a nd spots
co rr e spondingto choleste r ol, cbole ste ryle ste r a nd TG w ere c ounted in a scintillatio n
c o u nte r. Re sults ar e expr e s s ed as the m ea n j= SE M fo r6 w elsin 2 e xpe rim e nts.
*
p
く0.05and
**
p く0.01vs. c o ntrol by Du nnett test. T he abs olutelevels of[14c]&e e
chole ster ol,[14c]chole ste ryle ste rand[3H]T G inthe c o ntrol inc ubatio n s w e r e247, 25
and 163 4 D P Mルg c ellpr otein, r e spe ctively.
2- 2. ÅpoB およびTG分泌に対する作用
アトル バ スタチン(10- 1 000nM)は 1時 間処置で は培地中 - の apoB 分泌 に
対して影響を及ぼさなか っ たが, 24時間処置では濃度依存的 に apoB 分泌を抑制し,
その抑制 率は100nM で 29% であっ た(P〈O.01, Fig. 3). 同様 に T G分泌活性 に対 し
て , アトル バ スタチ ンは処置時間および濃度依存的な抑制作用を示し, その 抑制率は
- 13 -
1000nM の 2 4時間処置で 260/.(P 〈O.01)で あっ た . ApoB 分泌の 抑制率は T G分泌 の
抑制率と良く相関しており(R2= o.863, P 〈 O.01), T G分泌量の 低下は apoB 含有リボ
蛋白の分泌量 の低下に伴っ て いる可能性が示された(Fig. 4).
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Fig. 3. E ffe ct of ato r v a statin(A T R)o n(A)apoB - 100a nd(B)T Gs e c r etio nin HepG 2
c ells. Cultu r ed HepG 2c ells 女e r ein c ubated with ato Ⅳ a statin at the c o n c e ntr atio n s
indic ated fわr1, 14a nd 24 hr. A 洗er a pr ein c ubatio nperiod, m ediu m was r eplac ed with
identic al c o n c e ntr atio n sof drugs a nd 185 kBq[3H]glyc e r olfo r6 hr. The T Gm as s of
the m ediu m w a s extra cted a nds epar ated byT L C, a ndspots c o rr e spo ndir唱 tO T Gw er e
c o u nted in a s cintillatio n c ounte r. ApoB - 100 levels w e r edeter min ed by E LIS A.
Re s ults ar e xpr e s s ed. a sthe m e a n±S E M for6 w ellsin 2 expe rim e nts.
* *
p く0.01v s.
co ntrolby Du n n ettte st.
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L
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c elular chole steryleste r m a s s. The data 丘
･
o mFig. 3 a nd Table2w er eintegr ated. Each
valu eis expre s ed a s aperc e ntage oftbe c o ntr ol valu ethatis take n a slOO%. (A)%
change in m edium apoB
-100ve rsus % cha ngein m edium [3H]T Go ntre atm e nt with
ator v a statin(A: R2= o.863, P 〈O.01). (B)% Changein am ou nt ofapoB - 100s e cr etio n
v ersu s% cha nge inc ellular chole ste ryle ster c o nte nt(R
2
=o.510
,
P =0.031).
2-3. 細胞内コ レ ス テ ロ - ル 含量に対す る作用
アトル バ スタチ ン(10- 1 000nM)は遊離コ レス テ ロ ー ル含量および コ レ ステリ
ル エ ステ ル含量に対して, 処置時 間依存性の有意な低下作用を示 した(Table 2). コ
レステリル エ ステ ル含量 に対して , アトル バ スタチ ン(100 nM)は1 時間処置では影響
を及ぼさなか っ たもの の , 1 4時間前処置で 17%, さらに 24時間処置で 18%コ レステリル
エ ステ ル 含量を低下させた . 遊離 コ レ ステ ロ ー ル 含量 に対しても同様に , アトル バ スタ
チン 1時間処置では影響は認められず, 24時間処置で は 6% の低下が認められた(P く
o.o1). この 細胞内コ レ ステリル エ ステ ル 含量 の低下率と apoB 分泌 の 低下率の間には
有意な相関が認められた(R2= o.510, P = 0.03).
さらに , 細胞 内コ レ ステリル エ ステ ル含量の 低下が apoB 分泌抑制作用と関逮
1
していることを確認するため に , H M G- CoA 還元酵素の 産生物質であるメバ ロ ン酸のラ
- 15-
クトン体であるメバ ロノラクトン(1'.3 - 5mM)の 同時処置による影響を検討した(Fig. 5).
アトル バ スタ≠ン(1 000nM)の 24時間処置による細胞内コ レ ステリル エ ステル 含量の
低下はおよび apoB 分泌量の 低下作用はメバ ロノラクトン の 同時処置により消失した.
Table 2. E ffe ct ofato rv astatin o n c elular chole ste r olc o nte ntin HepG 2c ells.
A ddition s トLg/mg c ellprotein
Totalchole ste r ol Fr e e chole ste r ol C hole ste ryle ster
1JtrPr elbcubatl
'
0 17
Co ntr ol
A T R(10nM)a)
A T R(100nM)
A T R(1000nM)
14hrprelbcubatl
'
017
Co ntr ol
A T R(10nM)
A T R(100nM)
A T R(1000nM)
24Arp m lhcLZbatl
'
o n
Co ntr ol
A T R(10nM)
A T R(100nM)
A T R(1000nM)
25.7 ±0.8
25.8 ±0.7(0%)b)
25.8 ±0.7(1%)
25.8±0.6(0%)
24.4 ±0.3
24.3主o.3(0%)
23.6 ±0.3(- 3%)**
22.9 ±0.3(- 6%)* *
25.3 ±1.1
25.0±1.0(- 1%)
24.8 ±1.1(- 2%)
23.3 ±0.9(- 8%)**
21.1 ±0.7
21.0 ±0.7(0%)
21.0 ±0.6(0%)
20.9 ±0.5(0%)
2 0.6 ±0.5
2 0.6 ±0.6(0%)
2 0.2 ±0.5(- 2%)
1 9.8a:0.5(- 4%)* *
21.0 ±1.1
2 0.8 ±1.0(-1%)
2 0.6 ±1.1(- 2%)
1 9.8 ±1.0(- 6%)* *
4.7 ±0.1
4.8 ±0.1(2%)
4.9 ±0.1(4%)
4.9 ±0. 1(5%)
3.8 ±0.3
3.7 j:0.3(- 40/o)
3.4 ±0.3(- 12%)* *
3.1 ±0.2(- 17%)* *
4.3 ±0.1
4.3 ±0.1(-1%)
4.2 ±0.1(-2%)
3.5 ±0.1(- 18%)* *
Cultu r ed HepG 2c ells wer ein c ubated with ato rv astatin(A T R)at the c o n centr atio ns
indic ateda)fo r1, 14and 24 hr. A 鮎r apr ein c ubatio npe riod, c ellulartotalchole ster ol
a nd &e echole ste rol m as sw er e extra cted and e nzym atic aly dete r min ed. C hole steryl
e ster m a s sw a s e stim ated by.s ubtracting the &e e chole ste r ol m a ss&om total
chole ste r ol. m as s. Re s ults are expr e s s ed as the m ean ± S E M fわr 12w els in 2
e xpe rim e nts･
**
p (0･OIv s･ c o ntrol by Du n n ett te st. Figu r e sinpar e nthesis
b)
repr esent
the% change against c ontr olvalu es.
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Fig. 5. Effe ct of m e valo nola cto ne (MVL) and ato rv astatin(A T R) o n apoB - 100
secr etio n a nd c ellula r chole ste ryle ste r m a s sin HepG 2c ells. Cultu r ed HepG2 c ells
w er e in c ubated with ator vastatin (100 0nM) and ide ntic al c o n centratio n s of
m e v alon olacto n efo r24 hr. T he c ellula rC E m a s sw as e xtr a cted and e n zym atic ally
dete r min ed. For the m e as ur e m ent of apoB
- 100, a洗e rpr eincubatio nperiod, m ediu m
w as repla c ed with identical con centr atio n s of dr ugsfわr 6 hr. ApoB
- 100 levels w ere
deter min ed byE LISA. Res nlts a r e e xpr e sed a sthe m e a n± SE M fわr6to8 wellsin 2
e xpe rim e nts.
*
p く0.05a nd
* *p く0･01vs･ c ontr ol by Du n n ettte st･
2- 4. シン パ ス タテ ン の apoB 分泌抑制作用との 比較
アトル バ スタチン の apoB 分泌抑制作用がアトル バ スタチン特有の作用に基づ
くものか 否かを検討するため, 他の H M G- CoA 還元酵素阻害薬であるシン バ スタチン ,
ならび に他 の機序 で apoB 分泌 を抑制することが知 られ て い る M T P阻害薬
BMS- 201038 のapoB 分泌抑制作用を検討した(Table 3). シン パ スタチン(3 - 3 00
nM)は 1, 1 4および 24時間前処置 により[14c]酢酸からの コ レステリル エ ステ ル 合成を
抑制し, その低下率はアトル バ スタチ ン(10 - 1000nM)と同程度であっ た . シン バ スタ
チン(3 - 300nM)はアトル バ スタチンで 見られた作用と同様に , 培地 中 へ の apoB分泌
に対して 1時間処置 で は影響しなか っ たもの の , 14時間前処置で 21%, さらに24時間
- 1 7-
処置で 2 40/.それぞれ低下させた(P 〈O.01, Table3). なお , M T P阻害薬 B M S- 201038
(o.1 nM)は処置時間に関係なくapoB 分泌を抑制し, その作用は 1, 14 および 24時
間の 全ての 処置時間で有意であ っ た .
Table 3. E 鮎ct of simv astatin a nd B M S-2 01038o n chole ste ryl e ste r synthe sis and
l
apoB
- 100s ec r etionin HepG 2c ells.
A dditio ns % Co ntr ol
[14c]choleste ryle ste r ApoB - 100s e c r etio n
synthesis
1hl･ Pr elhc ubatl
'
0 1プ
SIM(3nM)a)
SIM(30nM)
SIM(300nM)
B M S-2 01038(0.I nM)
14hrpr elhc ubatl
'
o D
SIM(3 nM)
SIM(30nM)
SIM(300nM)
B M S- 201038(0.1 nM)
24hTPr elbc ubatl
'
on
SIM(3nM)
SIM(30nM)
SIM(300nM)
B M S- 201038(0.1 nM)
62 ±3* *
22 ±1* *
9 ±0* *
n.t.
69 ±3* *
35 ±2* *
14 ±0* *
n.t.
59 ±3**
29 ±1**
15 ±1* *
n.t.
96 ± 5
98 ± 1
98 ± 3
-
89 ± 3*
94 ± 1
90 ± 1
79 ± 1* *
75 ± 3* *
98 ±1
90 ± 0
76 ±1* *
76 ± 5* *
Cultu red HepG 2cells w er einc ubated with simva statin(SIM)orB M S- 201038at the
c o n c e ntr atio n sindic ateda)fo r1, 1 4a nd 24 hr. A Re r apr ein c ubatio npe riod, m ediu m
w as repla c e申with ide ntic alc onc e ntr atio n s of dr ugs. Intr a c ellular[14c]choleste ryle ste r
synthegis was dete r min ed a sde s c ribed･in Table 1. ApoB
- 100 le v els w e r edete rmined
byE LISA. Re s ults a re e xpr e s sed a sthe m e a n± SE M fbr6to8w ellsin 2expe rim ents.
*p ( 0. 5 a nd
* *
p (0. 1 vs. c o ntr ol by Dun n ett te st. The abs olute levels fo r
[14c]chole steryl e ste rin the c o ntr olin c ubatio n wer e21.0 D P M/LLg C ellprotein;
abs olute value sfわr apoB -1 00s e c r etionin the contr olincubatio nwe r e1.40トLg/mg cel
pr oteinfo rsim vastatin and 0.9 4ト噌/mg c ellpr oteinfo rB M S- 201038.
n.t∴ not tested.
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2-5. MTPmRNA発現量 およびMTP活性に対する作用
アトル バ スタチンの apoB 分泌抑制作用に M TP が関与して いるか否かを検討
するため, 細胞 の M T PmR N A発現量および M T P酵素活性 に対するアトル バ スタチン
および シ ン バ スタチン の 作用 を検討した . アトル バ スタチン及 び シン パ スタチン(1000
nM)は 24時間処置によりM T PmR N A発現量をそれぞれ 31 %および36%低下させた(p
く 0.01, Table 4). L D L受容体および H M G- CoA 還元酵素の m良NA 発現量に対して
は両被験薬とも作用を示さなか っ た. さらに両被験薬は48時間処置によりM T PmR N A
発現量を50%以上低下させた . しか しながら, アトル バ スタチン(10- 1 000nM)は M T P
活性 に対して作用を示さなか っ た(data n ot shown).
Table4. E ffe ct ofato rv a statinand simva statin o nL D Lr e c epto r, H M G
- CoA r eductas e
a nd M T PmR N A levelin HepG 2cells.
Du ratio n Relative mR N A levels
(br) co ntr oI Ato Ⅳ a statin Simva statin
l OOOnM IO OOnM
L D Lr e c epto r 24 1.00 ±0. 8
H M G- CoA r eductas e 24 1.00 ±0. 6
M T P 24 1.00 ±0. 5
48 1.00 ±0. 1
1.62 ±0.28*
1.88 ±0.1 3* *
0.69± 0.05* *
0.37 ±0. 2* *
1.74±0.12*
1.52 士0. 8* *
0.64 ±0. 2* *
0.43 ±0. 3* *
Cultu r ed HepG 2c ells w erein c ubated with ato Ⅳastatin o rsimv astatin at1000nM fわr
24o r48 hr. TotalR N Asamples w ere pr epar ed from HepG 2c ells a nd lOトLg Oftotal
RNA w a san alyzed. T he relativ e mR N A le v els wer e n o r maliz edto ea ch c o ntr ol mR N A
lev eland express ed a sthe m ean ± SE M fo r4 w ells.
*
p く0.05a nd
* *
p く0.01vs. c ontrol
by Du nn ett te st.
3. 考察
今回 の試験から, HepG2 細胞 にお い てアトル バ スタチンは , 処置時間依存的
に,V L D L分泌を抑制することが示唆された . この抑制作用 に は T G生合成活性は関与
せず, コ レ ステ ロ ー ル 生合成系 の抑制 に伴う, 細 胞内 コ レ ステリル エ ステ ル 含量 の 低
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下が関与して いるものと考えられた ･ 加 えて , 類薬であるシ ン パ スタチ㌣も同様の処置
時間依存的な v L D L分泌抑制作用を示したことから, この VL D L分泌抑制作用はアト
ル バ スタチン特有の作用で はなく, H M G- CoA 還元酵素共通の作用と考えられ , その
作用持続時間の長さが VLD L分泌抑制作用 の 強さと関連することが示された .
H M G- CoA 還元酵素阻害薬が V LDL 分泌を抑制する機序に つ い ては, 前述
のように V L DLを構成するコ レステリル エ ステ ル 含量低下との 関連性が示唆されて おり,
肝臓で の コ レ ステリル エ ステ ル含量 の低下により V L D L合成量が低下し, VL D L分泌
量が減少するものと考えられて いる(27). v L DL 分泌 の調節機構 に つ いては, 細胞種
により脂質分泌能が異なること(47), 細胞内 コ レステ ロ ー ル 生合成活性を低下させて
も必ずしも V L D L分泌 が低下しない 場合があること(31,36)などから, 現在でも議論の
あるところである. しかしながら, HepG 2細胞を用 いた試験で ロ バ スタチン(29)および
シン バ スタチン(48)は V L D L分泌 の指標である apoB の分泌を抑制しており, これらの
実験で はともに 2 4時間以上被験薬を処置して いる. そこで我々 は, 前述 の 対照的な
報告は H M G- CoA 還元酵素阻害薬の種類あるは実験間の処置時間の違い が, 細胞
内 コ レ ス テリル エ ス テ ル 含 量 に対 して異なる作用を示 したことに起 因すると考え,
V L D L分泌と H M G- CoA 還元酵素阻害作用の 強さおよび抑制時間の関連に焦点を
当て, より詳細に検討した .
今回 の実験 から, アトル バ スタチ ンは 1, 14および 2 4時間の 全ての 処置時間
で濃度依存的にコ レ ステ ロ ー ル 生合成活性をほぼ完全 に抑制するもの の , T G生合成
に対しては作用を示さなか っ た(Table1). 一 方 , アトル バ スタチン は apoB 分泌および
T G分泌 に対 しては 処置時間依存的に抑制した(Fig. 3). 肝臓から分泌される VL D L
粒子は , その粒子表面 に apoB を 一 つ だ け持 つ ことから, apoB 分泌量 は分泌された
V L D L粒子数の指標とされる(49). 今回, アトル バ スタチン による apoB 分泌量 の低下
率と T G 分泌量 の低下率が良く 一 致してレ
l
､たことから(Fig. 4), アトル バ スタチン は
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v L D Lに含まれるT G含量を低下させ るの ではなく, 分泌されるVL DL粒子数を低下さ
せることにより血祭中 - の T G の供給を低下させるものと示唆された .
アトル バ スタチンは apoB 分泌抑制作用と同様に細胞内 コ レ ステリル エ ステ ル
含量を処置時間依存的に低下させた(Table2). さらにこの低下率とapoB 分泌 の 低下
率との 間 に有意な相関が認められた(Fig. 4). 肝 細胞 内 に は, ある程度の 大きさを
持 っ たコ レステリル エ ステル 貯蔵部位(プ ー ル)があり, 細胞膜構成成分などの細胞内
コ レス テ ロ ー ル 制御系 に関与しない プ ー ルと, V L D L産生 に関与して いる代謝的に活
性なプ ー ル の 存在が報告されて いる(50,51). この ため, コ レ ステロ ー ル プ ー ル を低下
させるために はコ レ ステ ロ ー ル 生合成を持続的に抑制することが必要で あり, さらに測
定上 コ レ ステ ロ ー ル プ ー ル を区別 できない ため , コ レステ ロ ー ル 含量 の変化は見か け
上小さくなると考えられる. 今回, アトル バ スタチンを用 い て コ レステ ロ ー ル 生合成を完
全に抑制したとしても短時間で は細胞内コ レ ス テリル エ ステル 含量が変化しなか っ たこ
とや, コ レス テリル エ ステ ル 含量 の低下率が apoB 分泌 の低下率と比較して小さか っ た
ことは , これらの 報告を支持するものと考えられる.
H M G- CoA 還元酵素の 産生物質であるメバ ロ ン酸のラクトン体であるメバ ロノ
ラクトンを培地中に加 えると, H M G- CoA 還元酵素阻害薬存在下でもコ }ステ ロ ー ル 生
合成が行われるようになる(5 2). 今回 の 実験で は , メバ ロノラクトンの 同時処置によりア
トル バ スタチン の 細胞内コ レ ステリル エ ステ ル 含量低下作用が消失するとともに apoB
分泌抑制作用が消失した(Fig. 5). この こと札 アト)i,バ スタチ ンの V L D L分泌抑制作
用に, 本薬の 長時 間処置による細胞内 コ レ ステリル エ ステ ル 含量 の 低下が関与 して い
る可能性をより強く示唆するもの である.
さらにアトル バ スタチン の V L D L分泌抑制作用が H M G- CoA還元酵素共通 の
作用で あるか否かを検討するために , 他 の H M G- CoA 還元酵素阻害薬で あるシ ンパ
†
スタチン の作用を検討した. 以前の 我 々 の 検討で は, シ ン パ スタチン の H M G- CoA 還
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元酵素阻害活性はアトル バ スタチンと同程度であるもの の , 被験其の細胞膜透過性 の
違い から, HeわG 2細胞 におけるコ レ ステ ロ ー ル 生合成抑制作用 の I C50値はアトル バ ス
タチン の約 1/2 であっ た(41). 今回の試験にお いても, シン パ スタチン(3 - 300nM)
の コ レ ステリル エ ステ ル合成抑制作用はアトル バ スタチン(10- 1000nM)の抑制作用
とほ ぼ同程度であ っ た･ この濃度範囲にお い て, シ ン バ スタチン はアトル バ スタチンと
同様に処置時間依存性 の apoB 分泌抑制作用を示 した(Table 3). 従っ て , V L D L分
泌抑制作用はアトル バ スタチ ン特有の作用 で はなく, H M G- CoA 還元酵素共通 の作
用と考えられ ,その 作用持続時間の 長さが v L D L分泌抑制作用 の 強さと関連すること
が示された.
M T Pは動物の 肝臓と小腸にの み存在して おり, 細胞 内で は滑面あるい は粗
面小胞体内腔に存在し, コ レステリル エ ステ ル や T G のリン脂質膜間の輸送を触媒し
ていることが知られて い る(53). M T Pを遺伝的に欠損して いる患者で は 血液中に
VL D Lとカイロミクロ ンがほとんど認められないことから, M TPはVL D L合成および分泌
に重要な役割を担 っ て いるものと考えられて いる(5 4). アトル バ スタチン はM T PmR N A
発現量を有意に低下させ たもの の , M T P活性 には作用しなか っ た(Table 4). M T P の
代謝半減期は 4.4 日間と遅い(44)ため, アトル バ スタチンを長期間作用させ れば M TP
酵素量が低下して活性も減弱する可能性があるが, 少なくとも今回 の条件で は M TP
の 関与はないものと考えられた. 実際に, M T P阻害薬 B M S- 201 038は 1 時間前処置
により濃度依存的に apoB 分泌 を抑制した(Table3). M T P阻害薬は H M G- CoA 還元
酵素阻害薬とは異なり, V L D L生合成を直接阻害することから, 短時間で作用が発現
するものと考えられる .
今回 の試験で得られた成凄から, アトル バ スタチン の血祭 T G低下作用として
以 下の 一 連の機序が想定される . (1)アトル バ ス タチン は肝細胞 に長時間作用し, 肝
臓にお けるコ レス テ ロ ー ル 生合成活性を長時間抑制することにより肝臓 コ レス テリル エ
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ステ ル含量を低下させる . (2)肝臓におけるV L D L合成が低下し, 肝臓から分泌される
v L DL 粒子数が減少する. (3)血液中 - の
′
r G の供給量が減少し, 血祭 T G値が低下
する . こ の 血 祭 T G 低下機序 は コ レ ス テ ロ ー ル 生 合成抑制作用 に基 づくた め ,
H M G- CoA 還元酵素阻害薬に共通 の 作用と考えられるが, 臨床投与時に は作用持続
時間の長い アトル バ スタチンにお いて V L D L分泌抑制作用が明確に現れるため, 類
薬よりも強力な血祭 T G低下作用を示す可能性が推察された .
4, 小括
1)アトル バ スタチンは HepG2細胞 に おい て処置時間依存的に V L D L分泌量 の指標 で
ある apoB 分泌量および T G分泌量を低下させた .
2)ApoB 分泌抑制作用は細胞内コ レステリル エ ステ ル 含量 の低下と相関して いた .
3)これらの 作用は H M G- CoA 還元酵素阻害薬共通の作用と考えられるが, アトル バ ス
タチン の薬効持続時間の長さに基 づき, 類薬よりも効果的に現れる可能性が示唆さ
れた .
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第2章 ラ ッ ト高TG血症モ デル におけるVLDL分泌抑制作用
の検討 : 肝臓 TG生合成抑制作用 の関与
前章の 試験結果から, H M G- CoA 還 元酵素阻害薬の V L D L分泌抑制作用は
細胞内コ レ ステリル エ ステ ル 含量と相関性があり, その抑制活性 の 強さは H山G - C｡A
還元酵素阻害作用 に対する効力の違い で は なく, 酵素阻害作用 の持続時間に依存
することが示唆された ･ ラット(25)やミニ ブタ(55)を用し
.
､たin viv o試験 にお いても同様
に, アトル バ スタチン は V L D L- T G分泌速度を抑制し, 血中 - の T G の供給を抑制す
ることが報告されて いる. このように, アトル バ スタチンの 血祭 TG 低下作用には主とし
て肝臓からの V L D L分泌抑制作用が関与してるものと考えられた .
一 方, 肝臓の TG 生合成活性を抑制せずに , 肝臓からの T G分泌を抑制する
と
, 代償的に TG が肝臓内に蓄積し, 脂肪肝を併発する可能性が危倶される. 実際に
遺伝的に肝臓の TG 分泌能に障害を持 つ 無βリボ蛋白血症患者で は, 中性脂肪が肝
細胞に蓄積し, 重症の脂肪肝を発症することが知られて いる(56). しか しアトル バ スタ
チン は
,
HepG 2細胞 におい て肝臓 T G生合成活性に影響を与えない ことが示されて
いるにも関わらず, ラットやミニ ブタを用 いた動物試験で は肝臓 T G含量に対して影響
を与えて いない(25,55).
そこで我 々 は , V L D L分泌抑制作用 の機序が HepG 2細胞と, ラットなどの動
物とで は異なる可能性があると考え, 高 T G血症動物である薦糖負荷ラットにおける
V LD L
■
分泌 抑制作用に つ い て検討を加えた ･ こ の 試験で は ,
,
in vivo にお ける
V LD L- T Gおよび V L D L- apoB 分泌速度(肝臓から分泌される V L D L粒子 に含まれる
T Gおよび apoB の分泌速度), 肝臓 T G生合成活性, 肝臓 T G含量 , ならびに脂質代
謝遺伝子発現量 に対するアトル バ スタチン の 作用を検討した. さらに, 前章の 試験結
果から作用持続時間の 重要性 が示唆され てい たことから, 単回投与による効果 に つ い
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ても併せ て検討した. なお, 以前の 我 々 の 検討にお いて , H M G- CoA 還 元酵素阻害
薬であるシン パ スタチンおよびプラバ スタチン は煮糖負荷ラットの T G分泌速度に対 し
て有意な影響を示さなか っ たことから(23), 本試験で は H M G- CoA 還元酵素阻害薬と
してアトル バ スタチン のみを用 いて検討した .
1. `実験方法
ト1. 試薬および使用薬物
以下の試薬は市販品を購入した:血清脂質測定キット(コ レ ステ ロ ー ル C - テス
ト, 遊離コ レステ ロ ー ル C - テスト, 遊離脂肪酸 c - テストおよびトリグリセリド G -test, 和
光純薬 工業株式会社), 牛血清ア ル ブミン(B SA, Sigm a), Trito n W R- 1339(Sigm a),
Trito n X - 100(Sigma), TaqMa nPr obe(Gen s et K･ K･), Is o竿en(Nip po n Ge n e),[9,10
-
(nト3H]オ レイン 酸(278G B/m m ol, Am er sha m), [卜14c] 酢酸(2.18 G Bq/m m ol,
Am e r sha m).[3H]オ レイン酸は既報(57)に従い 5 N NaO Hを加 え, 60℃ で 15分間加熱
し, s odiu m 体に変換した後, 生理食塩水 で希釈した . アトル バ スタチ ンはワ - ナ - ･ラ
ン バ ー ト株式会社(現ファイザ ー 製薬)から譲渡されたものを使用した .
ト2. 動物および薬物投与
雄性 Spr agu e- Dawley ラット(5 - 6 週齢, 日本 S L C)を用 いた . 動物 は専用
ケ ー ジ にて温度(23±2℃)と明暗時間(明時間:7:3 0- 20:30)の 管理された専用 の飼
育室 にて , ラット用標準飼料(C E- 2, 日本クレ ア)を与えて飼育した . 実験は 山之 内製
薬株式会社に設置された動物倫理委員会の規定に従い実施した .
群分けは群間の体重 の平均値および標準偏差の 差 が最小 になるように実施
した . 群分け後, 正 常群にはラット用標準飼料を, 庶糖負荷群には 18%カゼイン , 68%
庶糖, 8%綿実油, 2% ビー ル酵母および 4% ビタミン ･微量ミネラル類からなる高炭水化物
飼料(由)を11日間与えた . 期間中, アトル バ スタチン群には 0.5%メチ ル セ ル ロ ー ス溶
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液で懸濁したアトル バ スタチン(3 - 3 0mg/kg)を, コ ントロ ー ル群には溶媒を 一 日 一 回
反 復経 口投与 した . アトル バ スタチン の 単回投与実験で は, 庶糖餌負荷期間中溶媒
を投与し, 最終日にアトル バ スタチン を単回投与した. なお, 庶糖負荷ラットの血衆T G
値は絶食により大きく低下することから(59), 全ての 実験は飽食条件で検討した .
ト3. VLDL-TGおよぴVLDL- apoB分泌速度の 測定 .
被験薬の最終投与後 1時間に べ ントパ ル ビタ ー ル(60mg/kgip) 麻酔を施し,
血 衆月旨質値測定用 の血液を眼底採血法 により約 1 mL 採取した. v L D レT Gおよび
apoB 分泌速度は Triton 法により既報(6 0)に従い検討した. Trito n WR- 1339(400
mg/kg)を大腿静脈より投与し, その 後 2 時間にジ干チル エ ー テ ル 麻酔下に開腹し,
腹部大静脈より全血採血を行 っ た . 血祭を分離(3000rpm, 15分間 , 4℃)徳, カイロミ
クロ ンを超遠心法(36000ど;30分間, 16℃)により分離 ･ 除外した. この カイロミクロ ン除
去血祭をさらに超遠心分離(14500a, 16時間, 16℃) することにより V L DL 画分
[de n sity(功く1･006g/mL]を分離した ･ 血祭 v L D レT G値は市販 の T G測定キットを用
い て測定した . ApoB 値はイソプロ パノ ー ル 沈殿法により既報に従い測定した(61). 血
祭および V L D L画分の T G分泌速度は次式 により算出した:T G分泌速度(mg/min)=
(T Gl- T G｡)/T X(0.0276× B W＋3.38 0);T=120分 , T G｡- Trito n 投 与前 の T G 値
(mg/mL), T Gl= Trito n投与 2 時間後の T G値(mg/mL), B W-体重(g), 血祭量概算
=0･0276×B W＋3･380(rhL). ApoB 分泌速度(pg/min)は上記 の式 の T G値を apoB 量
に置き換えた算出式から計算した.
ト4. オ レイ ン酸からの肝臓脂質生合成活性の 測定
被験薬の最終投与後 1 時間にウレタン(0.96 g/kg)を腹腔内投与した . 血祭
脂質値測定用 の 血液を約 1 mL 眼底採血法 により採血した後, 生理食塩水で希釈し
た[3H]オレイン酸(6 M Bq/hr/kg)を額静脈より3 時間持続注入した . 終了後, 開腹し,
腹部大静脈 から - パリン含有 シリン ジ にて採血を行 っ た. 血祭は遠心分離法(3000
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rpm , 15分間, 4℃)により分離し, 冷蔵保存した ｡ 肝臓サンプル は生理食塩水で洗い ,
水分をふき取 っ た後に液体窒素で凍結して , 測定まで - 40℃ で保存した . 血購および
肝臓含有脂質は クロ ロ ホ ル ム/メタノ ー ル(2:1)で抽 出 し , 遠 心 エ バ ボ レ ー タ
(E C D 92 D-2, 佐久 間製作所)で濃縮した . T G, コ レ ステリル エ ステ ル およびリン脂質
画分は展 開溶媒として 石油 エ ー テ ル/ジ エ チ ル エ ー テ ル/酢酸(80:20:1)を使用した
T L Cプレ ー ト(Silic age1 60, Me rk)にて分離した . 各脂質画分に相当する部分を切り取
り, その放射活性を液体シンチレ 一 夕(220 0.C A, Packard)にて測定した.
ト5. 酢酸からの コ レ ス テ ロ ー ル 生合成活性の 測定
被験薬の最終投与後 1 時間に[14c] 酢酸(7.4 M Bq/kg)を腹腔内投与した . 1
時間後, ジ エ チル エ ー テ ル にて麻酔し, 開腹して肝臓を採取した. 0.5gの 肝臓切片を
正確に秤量し, 15% K O H/95%エ タノ ー ル で1.5時間75℃でインキ エ ペ - 卜した. n - - キ
サン で非サポ ニ ン画分を抽出し, ジキトニ ン沈殿法 で コ レ ステ ロ ー ル 画分を分離し, そ
の放射活性を測定した(62).
ト6. 血 祭中および肝臓中脂質含量の 測定
採取した肝臓は Polytr o n㊤(Kin e m atic aA G仕)を用 い てホ モ ジナイズし, クロ
ロホ ル ム/メタノ ー ル(2:1)にて 肝臓脂質を抽出した(63). 抽 出液は既報(45)に従 い
Trito n X - 100に溶解し, T G, 総 コ レステ ロ ー ル , 遊離 コ レ ステ ロ ー ル および遊離脂肪
酸濃度を市販 の測定キット(和光純薬)を用 い て測定した . コ レ ス テリル エ ステ ル 含量
は総コ レ ス テロ ー ル 量から遊離コ レ ステ ロ ー ル 量を除くことにより算出した. 血祭中脂
質含量は上記 の測定キットを用 いて直接測定した.
1- 7. 肝臓脂質代謝酵素 mRNA発現量の測定
被験薬の最終投与後 1時間に ペ ントパ ル ビタ ー ル(6 0mg/kg)を腹腔内投与
した. 肝臓を摘出し, 直ちに液体窒素で凍結後, mRNA の測定まで - 80℃ で保管した .
ヽ
Total R N AをIsogen(1 mL)を用 い て, 付属 の 説明書に従 い分離した . 分離した total
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R N Aから cD NA 合成キット(S U P E RSC RIP T Pr e a mpliac atio nSyste m for Fir st Sta nd
CD N ASynth占sis, GIB C O B RL)を用い て cD N Aを合成し, 各 mRN A量をA BI P RIS M
7700syste mを用 いたP CR法 により定量した(46). オリゴヌクレオチドプライマ ー および
TaqM an probe は Prim e rExpr e s sve rl.0(Pe rkinElm e rAp pliedBio syste ms)を用 い て,
下記 の配列 に従い作製した:長鎖脂肪酸アシ ル CoA 合成酵素(Ge nBa nk a c c e s sio n
N O. U 15977), 肝 T Gリパ ー ゼ(M 16265), apoB(U 53873), H M G⊥coA 還元酵素
(N M O13134), LD L 受容体(x 13722)および glyc er aldehyde -3- pho sphate 脱水素酵
秦(G3 P D H; X O22 31). TaqM a n プロ ー ブ, fo r ward プライマ ー および revers e プライ
マ ー の 配列は Table5 に示した . これらの プロ ー ブおよびプライマ ー は Ge n s et K. K.か
ら購入した . サンプ ル 量による影響を補正するため , 各脂質代謝酵素の mR N A量 は
G3 P D HmR N A量に対する相対量として表 した.
Table5. Sequ e n c e s ofthe TaqMa npr obe s, fo rw ard
-
prim er s a ndr e v ers e- prim e rs.
Enzym e TaqMa npr obe Fo r w ard- pri m er Reve rs e
-
prlr n e r
A CyトCoASynthas e cga cgatgtc aga ac c a
tgtacgat
Hepatic T G lipa se tc c atg ggtgg ga agcg
ApoB
C a ag
attc c agcttc ctc a c ct
ctc atgc a
H M G- CoA r eductas e c a a cgc c c atgctgc c a
L D L- R
G3 P D H
a C a
agatgtgatg g gcg gac
cga ctg
tgggcta cactgag ga c
caggttgtc
tattcgaagatc∈唱C ∈唱t
cct
tttc aggattcgcag gc a
aggttcctgatcttcac a
ta c c ag
g gctg gtagc atag gag
gct
cgatgc attc ctga ctc c
tg
aagCag gCg gC Cgag
ag ga c c attatttga cac
ctg
age c ctgtgattcttc cg
a
gc cga a agc aggtatttc
agtt
gc a atgtagatg gc agtg
a Cg
ctagttc atccgagcc at
tttc
atc a ag gtg ga aga at
gg ga
ト8. 統計解析法
全て の 結果 は Statistical Analysis Syste m ver .6.ll(SA S In stitute 社)を用い
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て統計解析を行 っ た . 2鮮 の 検定は Stude ntの t検定を, 多群の 検定は Dun n ett検定
を行っ た . 結果 は平均値± 標準誤差で示した. 測定値間の 関連性を検討するために ,
直線回帰検定を行 っ た .
2. 結果
2-1.. 血 渠VLD トTGおよぴVLD トapoB分泌速度に対する作用
庶糖負荷ラットにおい て , アトル バ スタチ ン(3 - 30m g/kg)は投与期間中の体
重増加量および接餌量に対して影響を与えなか っ た(data not shown).
庶糖負荷ラットにおける血痕v L D レ T G値(146 mg/dL)は , 正 常ラットにおけ
る値(87 mg/dL)の 1.7倍であっ た(P〈O.05, Fig. 6). アトル バ スタチンは 11日間の 反
復投与により血寮 VLDI. - T G値を用 量依存的に低下させ , 3 0mg/kg における低下率
は 55%であっ た(p く0.05). V L D L- T G分泌速度におい ても同様に , 庶糖負荷ラットの
分泌速度は 正常ラットに比 べ て 19%増加した(P 〈O.05). アトル バ スタチン は V L D L- T G
分泌速度を用量依存的に低下させ , 30mg/kg における低下率は 380/.で あっ た(P
く0.05).
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Fig. 6. E ffe ct of ato rv a statin o n(A)plas m aV LDLrT Gc o n c e ntr atio n and(B)its
sec r etion r atein s u c r o s e-fed rats. Rats w e r e maintainedfo rll days o n a n orm alr at
chow diet(N: n o r m al), s u c r o s e- e nriched diet alo n e(C: co ntr ol)or with ato rv a statin.
Re s ults are e xpre s sed asthe m e a n±S E M fo r6to 7 a nirn als. #p く0.05vs. n o m alby
Stude nt i-te st,
*
p く0.05a nd
* *
p く0.01v s. c o ntr ol by Du n n ett test.
V L D L分子数の指標であるVL D レapoB およびその 分泌速度の結果をFig. 7
に示した. 庶糖負荷ラットでは 正常ラットよりもこれらの 値は増加する傾向を示したが,
その 差は有意で はなか っ た . ⊥ 方, アトル バ スタチン(30mg/kg)は V L D レapoB 濃度
およびその分泌速度をそれぞれ 560/o(P 〈O.05)および 42Q/.(P 〈O.01) 低下させた. アト
ル バ スタチン投与による V L D L- apoB 分泌速度の低下率は V L D L- T G分泌速度の低
下率とほぼ同程度であっ た .
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-
apoB con c entratio n and s e cr etio n r ate
in s u c r o s e-fed r ats. Rats were maintained for ll days o na n o rm al r at cho wdiet(N:
no r mal), s u c r o se - e miched diet alo n e(C: c o ntr ol)or with ato rv a statin. (A)pla sm a
V L D L- apoB c o n c e ntratio n and(B)its s e c r etio nr ate w e r edete r min ed as described in
Se ctio n1. Re s ults a r e e xpr e sed a sthe m e a n± SE M fo r6to 7 a nim als.
*
p く0.05a nd
*'
p (0.OIv s. co ntr ol by Dunn ett te st.
2-2. 肝臓脂質含量 に対する作用
アトル バ スタチン が肝臓からの TG 分泌を抑制することにより, 代償的な肝臓
T G含量 の増加 が起こるか否 かを検討するため に, アトル バ スタチンを反復投与した動
物の 肝臓 T G含量を測定した(Table 6). アトル バ スタチン(30mg/kg)は 11日間の反
復投与 により肝臓 T G含量を33%低下させた(P 〈O.01). 加えて , アトル バ スタチン はコ
レステリル エ ステ ル含量を21Q/o低下させた(p く0.05). これらの 作用はアトル バ スタチ ン
の 単回投与では認められなか っ た(data n ot show n).
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Table 6. E He ct ofato rvastatin o nhepaticlipidc o n c e ntrationsin s u c r o s e-fed rats.
Hepaticlipidc o n c e ntrations(mg/gtiss u e)
F C C E T G
Co ntr o1 7 2.1 ±0.03 1.4 ±0.09 11.4 ±0.80
Ato Ⅳ astatin 6 2.2 ±0.04 1.1 ±0.07* 7.7 ±0.63**
3 0mg/kg (＋ 4%) (- 21%) (- 33%)
Rats wer e m aintained fo rll days o n a s u cro s e- e n riched diet alo n e(c o ntr ol)orwith
ato Ⅳas叫 n 30mg/kg p･ o･ Hepaticlipidc o n c e ntr atio ns w eredete r min ed asde s cribed
in Sectio n1. Re s ults are e xpr e seda sthe m e a n±SE M fo r6to7 anim als.
*
p く0.05a nd
* *
p く0･01v s･ c o ntr olby Stude nt 卜te st･ A bbre viatio n s:F C, &e e chole ste r ol; C E,
chole ste ryleste r;T G:triglyc e ride.
2- 3. 肝臓TG 生合成活性に対する作用
アトル バ スタチンの 反復投与によっ て見られた肝臓 T G含量の低下が T G生
合成の抑制に基 づくか否か を検討するため に ,[3H]オレイン酸からの T G生合成活性
を測定した. 予備検討 の結果 , 静脈内持続投与したオ レイン酸の ほとんどが T G雀合
成に使われ , コ レ ステリル エ ステル 生合成およびリン脂質生合成活性は T G生合成活
性の 2 - 40/o程度であっ た ･ また,[3H]オレイン酸の静脈内投与量(1.5 - 6 nEq)と与れら
の脂質画分 の放射活性との 関係は線形 であ っ た. 今回の 試験で投与した[3H]オ レイ
ン酸量の 総量(6nEq)は血祭中甲オレイン酸量(約 2 0pEq)の約1/3000であり, ラベ ル
したオレイン 酸の 投与が他 の 付加的な作用を示す可能性は低いと示唆される(data
n ot shown).
アトル バ スタチン の 単回投与は肝臓におけるオレイン酸からの T G合成に影
響を与えなか っ た(Fig. 8). 一 方 , アトル バ スタチン の 11日間投与 は肝臓 T G生合成
活性を290/.低下させた(p く 0.01). アトル バ スタチン はリン脂質生合成活性を増加させ
る傾向を示したが有意な差は認められなか?た(P 〈 O.14). さらに, アトル バ スタチン
は[14c]酢酸からの コ レス テロ ー ル 合成を69%低 下させた(data n ot show n)もの の , オレ
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イン酸からの コ レ ステリル エ ステ ル 合成には作用 しなか っ た(Fig. 8). オ レイン酸からの
T G生合成活性と肝臓 T G含量との 間には有意な相関が認められた(R2= o.75 2, P く
0.01
,
Fig. 9). 同様 にオレイン酸からの TG 生合成活性と血祭 T G量との 間にも相関が
認められた(R2= o.501, P 〈O.01). 一 方 , 肝臓コ レステリル エ ステ ル 生合成活性と血衆
T G量との 間には相関性は認められなか っ た(R2= o.o17, data n ot show n).
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∽
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Fig, 8. E ffe ct ofato rvastatin(A T R)o nhepaticlipidsynthe sis fro m e x oge n o u s[3H]oleic
a cid substrate in s u c r o s e-fed‾rats. Rats w er em aintain ed fo r ll days o n a
s u c r o se
-
e n riched diet, a ndgiv e nvehicle(c ontrol)orato Ⅳa statin 3 0mg/kgp.o . either
du ring(A)the e xperim entalpe riod(repe ated administr atio n), o r(B)only o nthe 血 al
day(single administr atio n). T hehepaticlipidsynthe sis w as deter min ed a sdescribed in
Se ctio n1. Res ults a re expre s s ed a sthe m e a n± SE M fo r6to 7 a nim als.
**p く0.01vs.
c o ntrol byStudent t-test. A b br e viations:T G:triglyc e ride; C E, chole ste ryleste r;P L,
pbo spholipid.
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2-4. 肝臓脂質代謝酵素 mRNA発現量 に対する作用
アトル バ ス タチン の肝臓における T G生合成活性の低下と, 肝臓脂質合成酵
素および分解酵素の発現量との 関係を検討するために, アトル バ スタチン投与後 の肝
臓 mRNA発現量を溶媒投与群と比較した(Table7). アトル バ スタチン は反復投与 によ
りアシ ル CoA 合成酵素の mR N A.発現量を約 90%低下させた(P〈 O.01). 肝性 T Gリ
パ ー ゼ
,
apoB, H M G- CoA 還元酵素および L D L受容体 mR N A発現量 に対しては作
用を示さなか っ た.
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Table 7. E He ct ofato rv astatin on mR N A le v els ofhepatic e nzym esin su cr o se -fedrats.
Hepatic e nzym e s Relative mR N A lev els
Co ntr ol Atorvastatin
30mg/kg
Acy卜CoA synthas e
Hepatic TGlipas e
ApoB
H M G- CoA reductase
L D Lre ceptor
1.0 0 ±0.15
1.0 0 ±0.15
1.00 ±0.06
1.0 0±0.05
1.0 0±0.01
0.10± 0.0 4* *
0.73 ±0.13
0.86 ±0. 8
1.37 ±0.27
1.24± 0.29
Rats we r e m aintain ed fわr ll days o n a s u c rose
-
enriched diet alo n e(c ontrol)or with
ato Ⅳ a statin30mg/kgp. o. T he r elative mR N A levels w e r e n orm alizedto e a ch c o ntrol
mR N A lev el as described inSe ctio n1. Re s ults a r expr e s sed a sthe m e an ±S E M fわr6
to 8 a nim als. **p (0
. 1vs. c o ntrol byStude nt i-te st.
2-5. 肝臓遊離脂肪酸含量と肝臓 TG生合成活性との関連性
アトル バ スタチン は遊離脂肪酸からの T G 合成 に関わる酵素であるア シ ル
CoA 合成酵素の mR N A量を強力 に低下させたことから, 肝臓遊離月旨肪酸量に対する
アトル バ スタチンの 作用を検討した . その結果, アトル バ スタチン(30mg/kg)の 11 日
間投与 は肝臓遊離脂肪酸含量を190/.低下させた(P 〈O,01, Fig. 10). さらに , 肝臓 TG
生合成活性と肝臓遊離脂肪酸含量との間に強 い相関性が認められた(R2= o.815, P
く0.01, Fig. ll). アトル バ スタチン の 単回投与は 肝臓遊離脂肪酸含量に対して作用を
示さなか っ た.
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3. 考察
本試験は庶糖負荷ラット, 即ち高イン スリン血症(64)および V L D レ T G分泌
克進(65)を伴う内因性高 T G血症 モデル を用 い て, アトル バ ス タチン の T G低下作用
に関わる機序を検討することを目的とした.
庶糖負荷によっ て , 正常食群と比較して有意なVL D L- T G値の 上昇およびそ
の分
.
泌速度の克進が認 められ , その増加率はそれぞれ 67%および 19%であっ た(Fig.
6). 肝臓から分泌されたV L D L粒子数 の指標であるV L D レapoB量 はわずか に増加 し
たもの の , 有意で はなか っ たことから, 蕉糖負荷によりVL D L粒子数が増えるの で はな
く, 主 に V L D L粒子が TG 含有量の増えた大型 v L D LになることによりV L DL- TG 値
が増加する可能性 が示唆された .
アトル バ スタチ ンは 2 週間の反復投与 により用 量依存的 に V L D L- T G償およ
び V L D L- TG 分泌速度を低下させた . アトル バ スタチン の V L D L- TG分泌速度の低下
率は V L D L- apoB 分泌速度の低下率とほぼ 同程度で あっ たことから, アトル バ スタチン
は V L D L粒子 の構成に影響を与えることなく, V L D L粒子数を減少させることが示唆さ
れた . この結果は , 動物およびヒトにお い てアトル バ スタチン の V L D L分泌抑制作用を
検討した以前の報告と - 致するもの である(26,55,66).
一 方 , 肝臓からの T G分泌を抑制することは代償的に肝臓の T G含量を増加
させ;脂肪肝を発症させる可能性がある . 実際に, V L D L合成経路 に障害があり, 正
常な V L D L分泌が出来ない 無βリボ蛋白血症の患者で は , 肝細胞 に月旨肪が蓄積した
状態が観察される(5 6). HepG 2細胞を用 いたin vitr oの 実験 では , H M G- CoA還元酵
素阻害薬はリボ蛋白分泌を抑制するとともに, 細胞の T G含量を増加させることが報告
されて いる(36). これらの T G増加作用は in vitr oに限 っ た作用と考えられ,in viv o で
は H M G- CoA 還元酵素阻害薬は肝臓の T G含量 に影響を与えて い ない(25,55). 輿
ヽ
味深 いことに, 今回の試験にお い て , アトル バ スタチン(3 0mg/kg)の反 復投与は肝臓
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からの T G分泌を抑制するだけではなく, 肝臓 の T G含量を低下させた(Table6). さら
に, アトル バ スタチン はオ レイン酸からの T G生合成活性を29%低下させた(Fig. 8). こ
の肝臓 T G生合成活性 は肝臓 T G含量および血祭T G値と有意に相関して いた(それ
ぞれ R2- o･752および 0.5 01, P 〈O.01, Fig. 9). 一 方 , コ レ ス テリル エ ステ ル 含量と肝臓
T G生合成活性との間には相関性は認められなか っ た ･ これらの結果から, 肝嘩TG生
合成活性 の低下により肝臓 T G含量を低 下させ , これが血祭 T G値の 低下に つ ながる
ことが示唆された ･ しか しながら, アトル バ スタチン(30Ⅱ唱/kg)の 単回投与 は , 以前の
実験で肝臓におけるコ レス テロ ー ル 生合成活性をほぼ完全に抑制する用量(22)を用
いたにもかか わらず肝臓 T G生合成活性および肝臓 T G含量に影響を与えなか っ た.
従 っ て, アトル バ スタチン の反復投与で認 められた肝臓T G生合成抑制作用 は間接的
な作用であることが示唆され, 前章で述 べ た HepG 2細胞 の成績と同様に, アトル パ ス
タ≠ン は肝臓 T G生合成活性を直接抑制することはないものと考えられた .
さらに我 々 はアトル バ スタチンの 肝臓 T G生合成抑制機序を解明するため,
庶糖負荷ラットの 肝臓におけるTG 代謝酵素 mR N A発現量を検討した. Table 7 に示
したとおり, アトル バ スタチンは反復投与により肝臓 T G生合成の律速酵素の 一 つ であ
る肝臓アシ ル CoA 合成酵素の mR N A発 現量を約 90%低下させた . 肝臓で T G生合成
が行われる際には , 原料である遊離脂肪酸に Coe nzym eA (CoA)を結合させて高エ
ネル ギ ー 状態にする必要がある(67). この反応 にアシ ル CoA 合成酵素が関与してお
り, この 酵素活性は 基質である遊離脂肪酸量に依存する(67). 今回の 実験で , アトル
バ スタチンは反復投与により肝臓遊離脂肪酸量を有意に低下させて いた(Fig. 10). こ
れらの 結果から, アトル バ スタチン は何らか の機序により肝臓遊離頗肪酸量を減少さ
せ , その 結果アシ ル CoA 合成酵素発現量を低下させて , T G生合成活性を抑制する
ものと考えられた.
HM G- CoA 還元酵素阻害薬が遊離脂肪酸代謝活性に与える影響に つ い て
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検討した報告は少ないが, 類薬であるロ バ スタチン はラットに 1 週 間反復投与すること
により肝臓 の月旨肪酸酸化(β酸化) を増加させることが報告されて いる(68). 今回示し
たアトル バ スタチンの 遊離脂肪酸低下作用と同様に , ロ バ スタチン の 短時 間処置で は
β酸化冗進作用 は認 められて い な い . 同じく H M G- CoA 還元酵素阻害薬で ある
N K- 104はラット肝臓潜流標本にお いて , 有意に T G分泌速度を低下させるとともに,
脂肪酸β酸化 の指標であるケトン体産 生量を増加させる傾向を示した(69). 従 っ て ,
アトル バ スタチンが遊離脂肪酸量を減少させる機序として , 肝臓β酸化 の 関与が示唆
されるが, 詳細に つ い てはさらに検討を加える必要がある .
4. 小括
1) 庶糖負荷ラットにお いて , アトル バ スタチンは肝臓からの V L D L分泌抑制作用 により
血祭 T G値を低下させる可能性が示唆された.
2)アトル バ スタチン は肝臓 T G生合成活性に対して, 単回投与では作用を示さな いも
の の
, 反 復投与により抑制作用を示した.
3)肝臓 T G生合成抑制作用は肝臓および血祭 T G含量の低下と有意に相関して いた .
さらに肝臓 T G生合成活性と肝臓 の遊離月旨肪酸含量との間にも高い相関性が認め
られた .
4)アトル バ スタチン は肝臓 におけるア シ ル CoA 合成酵素の mR N A発現量を低下させ
て いた ,
5)アトル バ スタチン は肝臓遊離脂肪酸含量を低下させ , その 結果, 肝臓における T G
生合成を抑制し, V L D L分泌抑制作用を示すものと示唆された .
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第3章 ラ ッ ト高TG血症モ デル における肝臓TG生合成抑制
機序の検討
アトル バ スタチン は庶糖負荷ラットにおい て , 肝臓の遊離脂肪酸を低下させる
l
ことにより肝臓 T G 生合成を間接的 に抑制することが示唆された . 一 方 , 同じく
H M G- CoA 還元酵素阻害薬で あるロ バ スタチン(68)および N K- 104(69)がラット肝臓
における遊離脂肪酸の β酸化活性を増加させることが報告され て い る. 従 っ て ,
HM G- CoA還元酵素阻害薬は , 第1章で示 した肝臓コ レステリル エ ステ ル含量低下作
用 に伴うv L D L合成抑制作用 の他に , 肝臓 にお けるβ酸化冗進作用によっ て T G生
合成を二次的に抑制 し, V L D L分泌を抑制する機序の存在が考えられた.
本章で は, 第 2 章で示したアトル バ スタチン の肝臓における T G生合成抑制
作用 の機序として , 遊離脂肪酸β酸化活性の関与に つ い て検討を加えた . この 試験
で は, 庶糖負荷ラットを用 いて , アトル バ スタチン の β酸化克進作用を調 べ , 肝臓遊離
脂肪酸含量, 肝臓T G含量および血祭T G債との相関性を検討した . 加 えて , アトル バ
スタチンと同様 に肝臓の V L D L分泌を抑制することにより血祭TG値を低下させる化合
物であるM T P阻害薬B M S-201038に つ いても同様に検討し, アトル バ スタチンの 効果
と比較した.
1. 実験方法
ト1. 試薬および使用薬物
以下の 試薬は市販品を購入した:血清脂質測定キット(コ レステ ロ ー ル C - テス
ト, 遊離コ レステ ロ ー ル C - テ スト, 遊離脂肪酸 C 一 戸ストおよびトリグリセリ下 G- te st, 和
光純薬 工 業株式会社), 蛋 白定量 キ ット(Bio - Rad D C Pr otein As say Re age nt,
Bio - R礼d), 牛胎 児血清ア ル ブミン(B S A, Sigm a), .Triton W R- 1339(Sigm a), Triton
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x - 100(Sigm a),[1J
4
c] 酢酸(2.2 G B/m mol, Am er sham),[1J4c]パ ル ミチン酸(2･1
G B/m m ol, Am ersba m). [14c]パ ルミチ ン酸は既報(57)に従い 1 2% B SA(pH 7･4)との 複
合体を作製し, 使用した . アトル バ スタチン はワ - ナ - ･ラン バ ー ト株式会社(現フ ァイ
ザ ー 製薬)から譲渡されたもの を使用した . B M S- 201 03 8ほこ山之内製薬株式会社にて
合成したもの を使用した .
1-2. 動 物およぴ薬物投与
雄性 Spr agu e- Dawley ラット(5週齢, 日本 SL C)を用 いた . 動物 は専用ケ
ー ジ
にて温度(23±2℃)と明暗時間(明時間:7:30- 20:30)の 管理された専用 の 飼育室 に
て , ラット用標準飼料(C E- 2, 日本ク
'
レア)を与 えて飼育した . 実験は山之内製薬 に設
置された動物倫理委員会の規定に従い実施した.
群分けは群間 の体重 の 平均値および標準偏差の差が最小 になるように実施
した . 群分け後, 正常群にはラット用標準飼料を, 庶糖負荷群には 18%カゼイン , 68%
斎糖, 8%綿実油, 2% ビー ル 酵母および 4%ビタミン ･微量ミネラル類からなる高炭水化物
飼料(58)を 2 週 間与 えた. 飼育期間中, 被験薬投与群には 0.5%メチル セ ル ロ ー ス溶
液で懸濁したアトル バ スタチン(3 - 30mg/kg)または B M S- 201038(0.03- 0.3 mg/kg)
を, コ ントロ ー ル 群には溶媒を 一 日 一 回反復経 口投与した .
ト3. TGおよび apoB分泌速度の 測定
被験薬の最終投与後 1 時 間にジ エ チ ル エ ー テ ル にて 麻酔を施し, 血 翻旨質
値測定用の 血液を眼底採血法 により約 1 mL 採取した. 肝 T Gおよび apoB 分泌速度
は Trito n法により既報(60)に従 い検討した . Trito n W R- 1339(40 mg/kg)を大腿静
脈より投与し, その後 2 時間にジ エ チル エ ー テ ル 麻酔下に 開腹し, 腹部大静脈より全
血採血を行 っ た. 血梁を分離(300 0rpm , 15分間, 4℃)後 , カイロミクロ ンを超遠心法
(36000ど;30分間, 16℃)により分離 ･ 除外 した . この カイロミクロ ン 除去血祭をさらに超
＼
遠心分離(145000a, 1 6時 間, 16℃) することにより V L D L画分[density(a) く 1･00 6
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g/mL] を分離した . 肝 T G分泌速度の指標として用 いられるPo st- Triton V L D レT G値
(70)は市販 の TG 測定キットを用いて測定した . Post- Triton apoB 値はイソプロ パノ ー
ル 沈殿法により既報に従い測定した(61).
ト4. 肝臓脂肪酸β酸化活性の 測定
ラット肝臓におけるβ酸化活性の測定は既報(71)を改変して実施した. 被験
E
薬の最終投与後1時間にジエ チル エ ー テ ル にて麻酔を施し, 血祭脂質値測定用の 血
液を腹部大静脈より採血後, 肝臓を摘出した . 100pL の肝臓ホモ ジネ - ト(40mg肝湿
重量)を, 2 4w ell組織培養プレ ー トに予め添加 した 900pL の基質液 [Krebs - Ringer
リン酸緩衝液(pH 7.4)および[14c]パ ルミチン酸/12% B SA溶液(37 K Bq)] に加 え37℃
で 30分間インキ エ ペ - 卜した . 各 w ellに 70%(Ⅴ/v)過塩素酸100pL を加 え, β酸化に
より発 生した[14c]co2を捕捉するために, 2NNaO Hを飽和させた滅紙(A dva nte c㊤, 東
洋渡紙)をプレ ー トに載せ , ゴム パ ッドおよびプレ ー トカバ ー で密閉した. さらに 1 時間
インキュ ベ - ト後 , 源紙を回収し, 各 wellに相当する部分を切り取り,[14c]c o2 の放射
活性を液体シ ンチレ ー シ ョンカウンタ ー (2200 C A, Packard)にて測定した . 反応液は
遠心(12000rpm , 10分間, 4℃)徳, 上清を酸可溶性画分(A S M), 即ちβ酸化にて パ
ルミチン酸から分解されて生じたケトン体量として液体シンチレ ー シ ョンカウンタ ー にて
測定した . 肝β酸化活性は ,[14c]c o2および[
14c]A S M量の 総和として表 した . 肝蛋白
量は , 肝切片を 1 N NaO Hで溶解後, 適宜希釈して , 市販の 蛋白量定量キットにて測
定した .
ト5. 血祭中および肝臓中脂質含量 の測定
上記 の 試験で調製した肝臓ホモ ジネ - トから, Folcb の方痕(63)に従い , クロ
ロ ホル ム/メタノ ー ル(2:1)にて肝臓脂質を抽出した . 抽出液は既報(45)に従い Triton
X - 100に溶解し, TG, 総 コ レ ステ ロ ー ル , 遊離コ レ ステ ロ ー ル および遊離脂肪酸濃度
を市販 の キット(和光純薬)を用 い て測定した
､
.
コ レ ステリル エ ステ ル 含量 は総コ レ ス テ
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ロ ー ル 量から遊離コ レズテロ - ル 量を除くことにより算出した . 血祭中脂質含量は上記
の キットを用 いて直接測定した.
ト6. 肝 臓遊離脂肪酸およびコ レス テ ロ ー ル 生合成活性の 測定
被験薬の最終投与後 1 時間 に[14c]酢酸(7.4 MBq/kg)を腹腔内投与した. 1
時間後 , ジ エ チル エ ー テ ル にて麻酔し, 開腹して肝臓を採取 した . 250mg の 肝臓切
片を正確に秤量し, 15% K O H/エ タノ ー ル で 1.5時間75℃でイン車ユ べ - トした. n 一 -
キサン で非サポ ニ ン画分を抽出し, ジキトニ ン沈殿法で コ レ ス テロ ー ル 画分を分離し,
その放射活性を液体シンチレ ー シ ョ ンカウンタ ー にて測定した(62). 遊離脂肪酸は 水
相を12 N H Clで酸性化(pH 1)し,ムー - キサンで抽出した(72). ドラフトに 一 晩放置し
て乾固させ , その 放射活性を液体シ ンチレ ー シ ョンカウン タ ー にて測定した . 遊離脂
肪酸および コ レステ ロ ー ル 生合成活性は単位蛋白あたりの放射活性として表した .
ト7. 統計解析法
全て の結果 は Statistic alAn alysisSyste mve r.6.ll(SA S Institute社)を用 い て
統計解析を行 っ た. 2群の検定はStudent の t検定を, 多群の 検定は Du n n ett検定を
行 っ た . 結果は 平均値±標準誤着で示した . 測 定値間の 関連性を検討するために ,
直線回帰検定を行 っ た.
2. 結果
2-1. 血渠TG値およびVLDL分 泌速度に対する作用
庶糖負荷ラットにお ける血祭 TG 値(331mg/dL)は , 正 常ラットにおける値
(138mg/dL)の 2.4倍であっ た(P 〈 O.01, Fig. 12). アトル バ スタチン(3 - 30mg/kg)
および B M S-201038(0.03 - 0.3 mg/kg)は 2週 間の 反復投与 により血祭 T G値を用量
依存的に低下させた . V L D L- T G分泌速度の指標 であるTrito nW R- 133 9の 静脈内投
ヽ
与後の VL D レ T G濃度(po s卜Trito nV L D LJr G値)にお い ても同様に , 庶糖負荷ラッ
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トでは正常ラットに比 べ てその分泌速度は 23%増加した(P 〈O.05, Fig. 12). アトル バ ス
タチンおよび 白M S- 201038はpo stニ Trito nV L D L- T G値を用量依存的に低下させた .
さらに , アトル バ スタチンおよび B M S- 201038 は分泌された V L D L粒子数の指標であ
るPos卜 Trito nV L D L- apoB 値を低下させたことから, 両被験薬は肝臓から分泌される
V L DL 粒子数を低下させる可能性が示された . B M S-201038 の効力はアトル /.iスタチ
ンより強く, B M S- 201038 の 0.3 mg/kg 投与時 の血衆 T G低下作用および V L D レT自
分泌抑制作用 はアトル スタチン 30mg/kg投与時の 作用と同程度であっ た.
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orwithr e spe ctive co mpo u nds. Po st
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S.
r
E. M . fo r6 to 8 anim als. Figur es in pa r e nthe s e s r epr e s e nt the % cha nge again st
r e spe ctive c o ntr olv alues.
#p ( 0. 5 and ?#p ( 0. 1vs. nor m al byStude nt i
-test･
*
p (
0.05a nd **p ( 0. 1vs. c o ntrol by Du n n ett te st.
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2-2. 肝臓β酸化活性に対する作用
パ ルミチン酸 にラット肝臓ホ モ ジネ - トを加 えると, パ ルミチ ン酸がβ酸化に
よっ て分解され , ケトン体と CO2 が生じる. 酸可溶性画分に含まれるケトン体は全β酸
化産物の 95%を占め , C O2として回収される率は 5%未満であっ た(Table8). 庶糖負荷
ラットの肝臓β酸化活性(CO2 およびケトン体産生量の 総和)は, 正 常ラットと比較して
有意に低下して い た(P 〈 O.01, Table8). アトル バ スタチン(30 mg/kg)は肝臓β酸化
活性を54%増加させた . しかしながら, B M S- 201038(0.3 mg/kg)は肝臓β酸化活性に
対して作用を示さなか っ た.
Table 8･ Effe ct of ato r v a statin a nd B M S- 201038o n hepatic beta- o Xidatio nin
s ucro s e
-fed r ats .
Tr e atm e nt Palmitic acido xidatio n(pm ol/mgpr otein)
CO2produ ctio n A S Mpr odu ctio n Totalactivity
No rm a1 2. 4 ±0.2
Co ntr ol
Ato Ⅳ astatin30mg/kg
Co ntroI
B M S- 201038 0.3 mg/kg
1.0 ±0.1榊
1.4 ±0.1* *
(＋42%)
1.2 ±0.1
1.1 ±0.1
87.0 ±4.9
46.4 ±2.4##
71.7±5.3* *
(＋55%)
58.1 ±5.1
61.0 ±4.8
89.3 ±5.1
47.4 ±2.4##
73.1 ±5.4* *
(十54%)
59.3 ±5.2
62.1 ±4.8
(- 11%) (＋5%) (＋50/o)
Rats we r e m aintained for 2 we eks o n a n o rm al r at cho w diet (No r mal),
s ucr o s e
-
e n riched diet alo n e(Co ntr ol) or with r espective c o mpo u nds. Hepatic
beta - o Xidatio n activity w as dete r min ed a sthe a m o u nt oflabeledC O2 a nd a cidsoluble
labeled
･
m etabolite s(A S M)pr odu cts &o
.
m [14c]palmitic a cid. Re sults ar e e xpr e s s ed as
the m ean ±S･E･ M ･ for5to 6 a nim als･ Figu r e sinpar e nthe s e s repre se nt the 0/o cha nge
again st r e spectiv e c ontr olvalu e s･
##p ( 0･ 1vs･ n o r m al nd **p ( 0
.
1 v s. c o ntr ol by
Student i-te st.
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2-3. 肝臓脂質含量に‾対する作用
庶糖負荷ラットの 肝臓における遊離コ レ ステ ロ ー ル含量 は 正常ラットより低く,
肝臓 T G含量 , 遊離脂肪酸含量およびコ レ ステリル エ ステ ル 含量 は高か っ た(Table9).
斎糖負荷ラットにお いて , アトル バ スタチ ン(30mg/kg)は対 照群と比較して , 肝臓 T G
含量 , 遊離脂肪酸含量および コ レ ステリル エ ステ ル 含量をそれぞれ 37%(P 〈 O.05),
21%(P〈O.01)および 390/o(P 〈O.05)低下させた . 一 方 , B MS- 20io38(0.3 mg/kg)は こ
れらの 肝臓脂質含量を著しく増加させた . 特 に肝臓 T G含量および コ レ ステリル エ ステ
ル 含量 に対して は対照群と比較してそれぞれ 307%(P 〈 O.01)および 144%(P 〈 O.01)
増加させた.
Table 9. E ffe ct of ato rv a statin a nd B M S- 201038o nhepatic lipidc o n c e ntr atio n sin
su c r o s e-f d■r ats.
Tr eatm e nt Hepaticlipidc o n c e ntr atio n
T G Fatty a cid Fr e e C hole ste ryl
(mg/gtiss u e) (pEq/gtis s u e) chole ste r ol e ster
(mg/gtis s u e) (mg/gtis sue)
No r m al
Contr ol
Atorv a statin
30mg/kg
Co ntrol
B M S- 20103 8
6.6 ±0.7
16.9 ±1.4##
10.7 土1.4*
(- 37%)
15.8 ±1.2
64.2 ±4.3* *
4.8 ±0.3
6.0 ±0.3#
4.8 ±0.3* *
(- 21%)
6.5 ±0.3
8.3 ±0.3* *
0.3 mg/kg (＋307%) (＋28%)
2.2 ±0.1
2.0 ±0.0##
2.0 ±0.0
(0%)
2.0 ±0.0
2.1 ±0.2
0.7 士0.1
1.3 ±0.1##
0.8 ±0.1*
(-39%)
1.1±0.1
2.6 ±0.1* *
(＋5%) (十144%)
Rats w e r e m aintined fbr 2 w e eks o n a n o r m al r at chow diet (No r m al),
s u c r o s e
-
e n riched diet alo n e(Co ntr ol) qr with r e spe ctive c ompo unds. Re sults ar e
e xpr e sed asthe m ea n±S.E. M . for6 a nim als. Figur e sin p ar e nthe s e sr epr e s e nt the%
cha nge again st respective co ntrol valu es･
#p ( 0･ 5
,
##p ( 0･ 1vs ･ n o rmal,
*
p ( 0･ 5
and
**
p( 0.01vs. c o ntrol byStude nt i
-te st.
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2-4. 肝臓遊離脂肪酸生合成活性および コ レス テ ロ ー ル生合成活性に 対する作用
京糖負荷ラットの肝臓遊離脂肪酸生合成活性は正常ラットと比較して 2.5 倍
増加して いた(P 〈 O.01, Fig. 13). アトル バ スタチンは肝臓遊離脂肪酸生合成活性に
対して作用を示さなか っ た . 一 方, アトル バ スタチンは肝臓コ レステ ロ ー ル 生合成活性
を対照群と比較して 70%低 下させた .
真書…
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Nor m a
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(-12%)
Co ntr olAto r v a statin
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′ ‾ ■-ヽ
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synthe sis fro m exoge n o u s[14c]ac etate ins u c r o se -fedrats. Rats we re m aintain ed fo r2
w e eks on a n o r m alr at chow diet(No rm al), s u cr o s e- e nricheddiet alo n e(Co ntr ol)or
with ato rv astatin. Re sults a r e expr e s s ed a sthe m e a n±S.E. M . for6 anim als. Figu resin
pa r enthe s e s r epr ese nt the % cha nge again st r espe ctive c o ntr o.
1valu e s. # #p (0.01vs.
n o rm ala nd
* *
p ( 0. 1.vs . c o ntr ol byStude nt t-te st.
2-5. 肝臓.β酸化活性と血祭TG濃度との関連
アトル バ スタチン投与による肝臓β酸化活性 の増加が血衆 T G低下作用と関
係するか否 か調 べ るため, 肝臓β酸化活性と肝臓T G含量および血祭T G値との 関連
性を検討した(Fig. 14). アトル バ スタチン投与による肝臓β酸化活性 の増加は肝臓
T G含量と良く相関して いた(R2= o.535, P 〈 O.01). さらに肝臓 T G含量と血衆 T G含
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量の 間 にも相関性が認 められた(R2= o.586, P 〈 O.01)ことから, アトル バ スタチン の肝
臓β酸化活性増加作用 は 血祭 T G 低下作用と関連することが示された . なお ,
B M S- 2 01038処置群において は肝臓β酸化活性と肝臓 T G含量との 間に相関性は認
められなか っ た(R2= o.o58, data n ot show n).
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3. 考察
今回の試験 から, 庶糖負荷ラットにお い て, アトル バ スタチン は肝臓の β酸化
を増加させ , その結果 , 肝臓 T G含量を低下させ , 肝臓からの V L D L- T G分泌を抑制
し
, 血祭 T G値を低下させる可能性 が示唆された. 加 えて , M T P阻害作用 により肝臓
からの V L D L- T G分泌 を抑制する B M S- 201038は , 肝臓 のβ酸化活性に対 して作用
せず, 代償的な肝臓 T G含量 の 増加 を起こすことが 明らかとなっ た .
アトル バ スタチン の 血祭 T G低下作用機序として2つ の 可能性 が考えられて い
I
る. 一 つ は , 第1章で検討したコ レ ステ ロ ー ル エ ステ ル 低下に伴うV L D L合成および分
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泌阻害作用 である. さらに我 々 の 試験で は検討して い ない が, H M G- CoA 還元酵素
阻害薬の コレステ ロ ー ル 低下機序とされるL D L受容体誘導作用がT G含有リボ蛋白の
代謝克進 にも作用し, T G値低下に関わ っ て いる可能性が報告されて いる(73). これ
らの 作用機序に加えて, 第 2 章で示した我 々 の 検討結果から, アトル バ スタチンが肝
臓の遊離月旨肪酸を減少させ , それが肝臓にお ける TG 生合成活性 の低下に結び つ き,
肝臓からの V L D レT G分泌を抑制する可能性が示唆された.
今 臥 アトル バ スタチン は庶糖負荷ラットの 肝臓における遊離脂肪酸生合成
活性に対して作用を示さない(Fig. 13) 一 方で , β酸化活性を有意に促進 した(Table
8). さらに肝臓の β酸化 の促進 の程度と肝臓 T G含量 の 低下量 , ならびに肝臓 T G含
量と血祭 T G値との 間に有意な相関性が認められた(Fig. 1 4). 従 っ て , 第2章で肝臓
の T G生合成抑制作用 の原因と考えられた肝臓における遊離脂肪酸含量 の低下作用
は, アトル バ スタチン の 肝臓β酸化増加作用 に基づく可能性が示唆された. 同様に,
Ideら(74)はラット肝臓湾流実験におい て , 薬物により肝臓の β酸化活性を抑制すると
肝臓および血祭の T G値が上昇することを報告して いる. これらの 結果は, 少なくとも
ラットにお いては 遊離脂肪酸の β酸化活性が肝臓の V L D L- T G分泌量の 主要な調節
因子 であることを示唆するものである.
同様に, 類薬であるロ バ スタチン(68)および N K- 104(69)はラットにおい て肝
臓 の β酸化活性を増加させることが報告されて いる. さらに近年 , H M G- CoA 還元酵
素阻害薬は コ レ ステ ロ ー ル 生 合成抑制作用を介して β酸化活性 の制御因子 である
pe r o xis om占pr olife r ato r- activated r ec9PtO ralpha (P P A Rα)活性を増加させることが報
告された(75,76). これらの 知見から, 第 1 章で示したコ レステリル エ ステ ル を介した作
用と同様に, H M G- CoA 還元酵素阻害薬による肝臓の β酸化増加作用 に つ い ても,
コ レ ステ ロ ー ル 生合成阻害作用に基づくH M G- CoA 還元酵素阻害薬共通の作用と考
えられる. 一 方 , アトル バ スタチン は他の H山G - C｡A 還元酵素阻害薬と比較して作用
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の 持続時間が長 いことから(24), これらの 作用がより効果的に現れるため, 強力な T G
低下作用を示す可能性が示唆された .
肝臓の β酸化活性と肝臓 T G含量との 関連をさらに検討するため, 我 々 は
H M G- CoA 還 元酵素阻害薬とは異なる血 祭 T G 低 下薬 で ある M T P阻害莱
B M S- 201038 の作用を検討した . M T Pは肝臓と腸 にの み存在する酵素であり, T G含
有リボ蛋白の分泌 に重要 な役割を担っ ている(53). 正常ラットにおける Wetter a uらの
結果(54)と同様に, B M S- 201038は 薦糖負荷ラットにお いても強力な v L D レT G分泌
抑制作用および血祭 T G低下作用を示 した(Fig. 12). B M S- 201038 の 0.3 m g/kg 投
与時のこれらの抑制作用 は, アト)レバ スタチンの 30mg/kg 投与 時の 効果とほぼ同程
度であっ た . そこで , アトル バ スタチ ンと同程度の V L D L- TG 分泌抑制作用を起こす条
件で肝臓 T G代謝を検討するため, B M S- 201038(0.3 mg/kg)の 肝臓β酸化および肝
臓脂質含量に対する作用を検討した . 興味深 いことに , 肝臓からの VL D L- TG 分泌 を
同程度抑制する量 のアトル バ スタチンと B M S- 2 01038は肝臓脂質含量に対して相反
する結果を示した . 即ち, アトル バ スタチンは肝臓T G含量および コ レステリル エ ステ ル
含量を低下させたの に対し, B印s- 2 01 038はこれらの脂質含量をそれぞれ 307%およ
び 145%増加させ た(Table 9). こ のとき, B M S- 2 01038は肝臓の β酸化活性に有意な
作用を示さなか っ た(Table8). 遺伝的に M T Pに障害を持 つ 無 βリボ蛋白血症患者は
今回の結果と同様な重篤な脂肪肝を発症することが知られ て い る(56). 従 っ て , この
肝臓における中性脂質の蓄積は, B M S- 201038 の血祭T G低 下作用と同じ機序, 即ち
M T P阻害作用に基 づくものと考えられる . さらにこれらの 結果は , アトル バ スタチン の
肝臓 に お ける T G 生合成低下作用 が , 肝臓 - の T G の蓄積を起こすことなく
VLD レ T G分泌を抑制する機序であるという, 本試験にお ける我 々 の仮説と - 敦する
もの である. 一 方, BM S-201 038は肝臓の T G代謝には影響しないため, V L D L- T Gの
＼
分泌 阻害にともない代償的に肝臓 T G含量を増加させたものと考えられる.
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ラット肝細胞とヒト肝細胞で は PP A R- の反応が有意に異なることが知られて
いる(77)･ Aguis ら(78)はラット肝細胞と比較して , ヒト肝細胞 で は パ ルミチン酸の β酸
化活性が約 50%低いことを報告して いる. HepG2細胞 ではヒト肝細胞と比較してβ酸
化活性がさらに 50%以上低い ことが示されて いる(79). これらの 知見から, ヒトにおいて
は , VL DL 分泌に対するβ酸化活性の寄与 はラットに比 べ て低く, 代わりに前述の コ レ
ステリル エ ステ ル を介した機序の寄与が高い 可能性がある. また,in viv o 試験である
庶糖負荷ラットの成績とは直接比較は出来ないもの , 第1章で示 したとおり, HepG 2細
胞 におい ては H MG - CoA 還元酵素阻害薬は T G生合成に作用しないことから, VL D L
分泌抑制作用に対するβ酸化増加作用 の寄与はほとんどないと考えられる. しかしな
がら, これら2つ の機序の寄与率につ い ては今後さらに調 べる必要 がある.
4. 小括
1)アトル バ スタチン は薦糖負荷ラットの 肝臓におけるβ酸化活性を有意に増加させた .
一 方 , アトル バ スタチンと同程度の V L D L- T G分泌抑制作用および血祭 TG 低下作
用を示す用量 の M T P阻害薬 B M S- 201038は肝臓β酸化活性に作用を示さなか っ
た .
2)アトル バ スタチンは肝臓中の T G, コ レ ステリル エ ステル および遊離脂肪酸含量を低
下させたの に対して, B M S- 201038は有意に増加させた.
3)アトル バ スタチン の β酸化増加作用と肝臓 T G低下作用との 間には有意な相関性
が認められた .
4)アトル バ スタチンは 肝臓の β酸化活性を増加させることにより, 肝臓の 遊離脂肪酸
含量を低下させると考えられた. その 結果, 肝臓におけるT G生合成活性を抑制し,
肝臓 T G含量を低下させ , 肝臓からの V L D L- T G分泌を抑制して血祭T G低下作用
を示すことが示唆された.
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第 4章 食後高 TG血症 モ デル動物の作製とア トルバ ス タテ
ンの 有効性の検討
近年, 高コ レ ステロ ー ル 血症 に加え, 高 T G血症治療の 臨床的意義が徐々 に
明らか にされてきて いるが, 特に 2 型糖尿病患者 で は T G含有リボ蛋白濃度が著しく
高い ことが知られており, これが糖尿病患者に おける動脈硬化性疾患雁患率 の高さと
関係して いると考えられてい る(80- 82). 2 型糖尿 病患者で は V L D L粒子が主体の 空
腹時血祭 T G値よりも, カイロミクロ ン粒子が主体の食後 T G値の 方が著しく高くなるこ
とが知られて いる(83). さらに, これらの患者から採取したカイロミクロ ンや v L D Lなど
の TG 含有リボ蛋白粒子が血管内皮細胞障害性を持ち, マクロフ ァ ー ジに取り込まれ
て泡沫化することが示されている(84). これらの 知見 は , 通 常の 臨床検査で測定され
る空腹時 の血祭 TG値よりも食後の T G値の 方 が動脈硬化性疾患と密接に関与して い
るとの報告と良く 一 致しており(32), 食後高 T G血症として注 目され て いる.
このように注 目されてきて い る食後高 T G血症で あるが, 適当な動物モ デル が
ない ため T G低下薬の食後 TG 動態に関する研究は 正常動物を用 いて検討されてき
た . 前章まで に示してきたように, 優れた T G低下作用を持 つ アトル バ スタチンに つ い
ても, ミ ニ ブタ(85)および健常人(8 6)にお いて , 主 に肝臓からの V L D L分泌抑制作用
に基 づ い て食後の 一 過 性の 高 T G 状態を抑制することが報告されて いるが, 食後高
T G血症状態にお ける検討は未だなされて いな い .
そこで我々 は , 糖尿病モ デル の 一 つ である庶糖負荷ラットにオリ ー ブオイル を
投与することにより, ラット食後高 T G血症 モ デル を作製し, オイル 負荷後の T G動態,
カイロミクロ ン および V L D L分泌速度ならびに血祭中 T Gの異化速度を正常ラットと比
較した . さらに , 本 モ デ ル にお けるアトル バ スタチン の 効果を検討した.
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1. 実験方法
ト1. 試薬および使用薬物
以下の 試薬は市販品を購入した:血清月旨質測定キット(コ レステ ロ ー ル C - テ ス
ト, およびトリグリセリドG -test, 和光純薬 工業株式会社), オリ ー ブオイル(和光純薬工
業株式会社), Intr a鮎 ⑧ inje ctio n20%(武 田化学工業株式会社), Trito n WR- 1339
(Sigm a)･ アトル バ スタチン はワ - ナ - ･ラン バ ー ト株式会社(現ファイザ ー 製薬)から譲
渡されたもの を使用した .
ト2. 動物および薬物投与
雄性 Spragu e- Da wley ラット(5 適齢, 日本クレア)を用 いた . 動物は専用ケ ー
ジにて温度(23 ±2℃)と明暗時間(明時間:7:3 0- 20:30)の 管理された専用の飼育室
に て , ラット用標準飼料(C E- 2, 日本クレア)を与えて飼育した . 実験は 山之内製薬株
式会社に設置された動物倫理委貞会の規定に従い実施した.
群分けは群間の体重 の平均値および標準偏差の差が最小になるように実施
した･ 群分け後, 正常群にはラット用標準飼料を, 庶糖負荷群には 18%カゼイン , 68%
庶糖, 8%綿実油, 2% ビー ル 酵母および 4%ビタミン ･ 微量ミネラル類からなる高炭水化物
飼料(58)を 2 週 間与えた . 期間中, 被験薬投与群には 0.5%メチル セ ル ロ ー ス溶液で ､
懸濁したアトル バ スタチン(3 - 30mg/kg)を, コ ントロ ー ル 群には溶媒を 一 日 一 回反復
経 口投与した. 方法 の項に別 の記載がある場合を除い て , 実験は 一 晩(12時間)絶食
下に実施した .
ト3. オ リ + ブオイ ル 経口負荷試験
被験薬の最終投与後 1時間に , 2または 4mL/kgの オリ ー ブオイル を強制経
口投与した . オイル 負荷前, 負荷後 2, 4, 6 および 8 時間に血液を尾静脈から- パリ
ン コ ー トキヤピラリ ー (テル モ 株式会社)を用 いて採取した . 直ちに血祭を分離(1500♂;
10分間, 室温)徳 , 測定まで 4℃で保管した . またリボ蛋白解析の ために, 被験薬を投
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与した別 の 動物を用 いて, オイル負荷後 2時間に麻酔下 に開腹し, 腹部大静脈より全
血採血を行 っ た . 血祭を分離(3000rpm , 15分間, 4℃)徳 , カイロミクロ ン画分[den sity
(a)く 0.96g/mL, 主としてカイロミクロ ン および大型 v L D Lが含まれる]を超遠心法
(3 6,000ど;3 0分間, 16℃)により分離 ･ 回収した. カイロミクロ ン回収後の血祭をさらに
超遠心分離(145,000& 16時間 , 1 6℃) することによりV L D L画分(♂く1.006g/mL)を
分離した. 血祭 T G値, カイロミクロ ン画分および V L D L画分の TG値は市販 のキット
を用 い て測定した . 血祭 TG 総暴露量(T G- A U C)はオイル 負荷後の T G値から台形
法を用 いて算出した . 増加 T G暴露量(increm ental T G- A U C)はオイル 負荷後の T G
僅から負荷前の T G値を除いた値から台形法を用 い て算出した .
1-4. 血 祭中TG消失速度の 測定
被験薬の最終投与後1 時間に ペ ントパ ル ビタ ー ル(50mg/kg)を腹腔内投与
した. Intr afat⑧(1.5 mL/kg)を大 腿静脈から急速注入し, その 後 5, 25, 45, 65および
85分に血液を尾静脈から- パリン コ ー トキヤピラリ ー を用 いて採取した. 前述と同様の
方法 で血祭を分離し, T G値を測定した. 血 祭 T G消失半減期(tl′2)は , 得られた血紫
TG 値の 対数値と採血時聞から直線回帰法を用い て算出した . この 実験 では , 定常状
態の 血衆 T G値の影響を検討するため, 絶食しない条件(高 T G状態)にお いても同
様に検討した .
ト5. オ イル 負荷後の TG分 泌速度の 測定
被験薬の最終投与後 1 時 間にジ エ チル エ ー テ ル にて麻酔を施し, 血祭月旨質
値測定用 の血液を眼底採血法 により約 1 mL 採取した. オリ ー ブオイル または蒸留水
(2 mL/kg)を経 口投与後 , Trito nW R- 1339(400mg/kg)を静脈内投与した . その 後 4
時間にジ エ チ ル エ ー テ ル 麻酔下に開腹し, 腹部大静脈より全血採血を行 っ た. 前述と
同様の方法で血祭を分離後, リボ蛋 白画分を分離し, 血祭 T G値, カイロミクロ ン画分
ヽ
および V L D L画分の T G値を測定した . カイロミクロ ン ー T Gおよび VL DL- T G分泌速
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度は既報(6 0)に従い算出した .
ト6. 統計解析法
全て の結果はStatistic alAn alysisSyste mve r.6.ll(SASIn stitute社)を用い て
統計解析を行 っ た. 2群の 検定はStude nt の t検定を, 多群の 検定は Du n n ett検定を
行 っ た. 結果は平均値±標準誤差で示した .
2. 結果
2-l. オリ ー ブオイ ル 2 また は4 mL/kg 負荷後の 血渠TG値の比較
アトル バ スタチン の 評価の前に , オリ ー ブオイル の負荷量を変えて, オイル 負
荷後の 血祭 T G値の推移を比較した(Fig. 15). 斎糖負荷ラットにおい て, オイル負荷
後の 血祭 T G値のピ ー ク償および投与後 8時間まで の 血祭 T G総暴露量(T G- A U C)
をまオイル 負荷量に依存して増加した . しか しながら, 4 mL/kg の オイル負荷で は 2
mL/kg 負荷と比較して血祭 T G値の ばらつ きが大きく, さらに血祭 T G借上昇の持続
時間が長すぎるため, 被験薬の 評価には 2 mL/kg が適当であると考えられた.
蕉糖負荷ラットでは 正常ラットと比較してオリ ー ブオイル(2 mL/kg) 負荷後の
血祭 T G- A U Cは有意に増加 した(それぞれ1722±187mg･hr/dLおよび966±100mg
･hr/dL, P 〈 O.01). 京糖負荷ラットの血祭 T G値の ピ ー クも同様に , 正常ラットと比較し
て高か っ た(それぞれ ･3 01 ±32mg/dLおよび 155±40mg/dL, P = 0.02). 血祭コ レス
テ ロ ー ル値はオイル 負荷の影響を受けなか っ た(data n ot sho w n).
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Fig. 15. Plas ma T Gc o n c entr ation
- tim e pr o丘1e a洗er oliv e oil administr atio ninno r mal
a nd s u c r o se -fed r ats. Rats w er erhaintain ed fo r2 w e eks o n a no r mal rat cho w diet
(Norm al)or s u c r o s e- e n riched diet(Su c r o s e). A 洗e r a no ver nightfast, olive oil 2mL/kg
(A)or4 mL/kg(B)w as administe r ed. Re s ults ar e e叩r e S S ed as the me a n±SE M fo r6
a nim als. Plas m aT Ge xpo s ur e(T G- A U C)w as c alc ulated usingthetr ape z oidalr ule. **p
く0.01vs. n o r m algr o up by stude nt i
- te st.
2-2. 空腹時血渠TG値に 対する作用
粛糖負荷ラットにお けるアトル バ スタチ ンの 血祭 T G低下作用を評価するため
に, 投与期間中の飽食時および空腹時 TG 値を測定した. 庶糖負荷ラットにお いて ,
アトル バ スタチ ン(3 - 30mg/kg)は投与期間中の体重増加量 , 按餌量 および肝アミ
ラ ー ゼ(G O Tおよび G P T)値に対して影響を与えなか っ た(data n ot show n). 絶食前
で は, 庶糖負荷ラットの血衆 T G値は 正常ラットと比較して 2.6倍高か っ た(Table10).
アトル バ スタチン(3 - 30mg/kg)は用 量依存的に飽食時の 血衆 T G値を低下させ , そ
の低 下率は 30mg/kgで 68o/oであ っ た(p く0.01).
一 晩 の絶食によっ て , 庶糖負荷ラットの血祭 T G値は大きく低下したもの の ,
正常ラットより 1.5 倍高か っ た. アトル バ スタチン は空腹時にお いても用量依存的な血
祭 T G低下作用を示 し, その 低下率 は 30mg/kgで 25%であっ た(P = 0. 04).
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Table 10. E ffect ofato rv a statino nplas ma T Gc o n c e ntratio n sin su c r o s e
-fdr ats.
Tr e atment n Plas ma T Gco n c e ntration(mg/dL)
No n- Pa sted Pasted
No r m a1 8 197 ± 23
Co ntr ol
Ator vIB Statlb
3 mg/kg
10mg/kg
30mg/kg
8 510 ± 44
(p ( o. 1)a)
404 ±37
(p =o.13)b)
337 ± 34
(p (o. 1)b)
161 ± 33
(p (o. l)b)
73 ± 5-
111± 6
(p(o.o1)a)
118± 10
(p =o.87)b)
106 ± 8
(p =o.95)b)
83± 5
(p =o.o4)b)
Rats w e re m aintained fbr 2 w eks on a n o r m al rat chow diet (No r m al), or
s ucr os e
-
e nriched diet alo n e(Contr ol) or with ato Ⅳ astatin. Blo od s a mples w e r e
obtain ed before(n o n-fa sted)a nda洗er a n over nightfa st. Re占ults a r e e xpres s ed a sthe
m e a n± S E M. Signi名c ance w as dete r min ed by Stude nt i
-te st c o mpa r ed to the
respective a)n o r m alo rb)c o ntr olgr o up.
2-3. 食後高TG血症に対する作用
オリ ー ブオイル(2 mL/kg) 負荷後の 血祭 T G値の推移に対するアトル バ スタ
チン の作用を検討した. アトル バ スタチン(30mg/kg)の 2 週 間反復投与は , オイル 負
荷後 8博聞の T G- A U C値を有意に低下させ , その低下率は 40%で あっ た(P 〈O.01,
Fig. 16A). しかしながら, オイル負荷後の 血祭 T G値からオイル負荷前の血祭 TG値
を除いて算出した incre m e ntalT G- peak 値(オイル負荷によっ て増加 した△T G値の
ピ ー ク値)およびin cre m e ntal T G- A UC 値(△T G値の 総和)は減少傾向を示したもの
の
, その変化 は有意で はなか っ た(Table ll). アトル バ スタチンはオイル 負荷後 2 時
間 におけるV L D L画分(d:0.96- 1,006g/mL)の T G値を有意に低下させ , その低下
率は46%であっ た(P 〈O.01, Fig. 1 6B). カイロミクロ ン画分(dく0.96g/mL)の T G値に
対しても39% の低 下傾向を示した(P = 0.07).
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(No r m al), s u cr o s e- e n riched diet alo n e(Co ntrol)or with ato Ⅳastatin 30mg/kg(A T R).
Re s ults ar e e xpr e s s edasthe me a n±SE M fo r10a nim als.(A)Tim e pr oBle ofpla s m aT G
c o n c e ntratio n.(B)plas mふTG c o n c e ntr atio nin chylomicr o n てich(d く0.96g/mL)a nd
V L D L(d:0.96 - 1.006g/mL)&actio nat2hr afte rfatlo
.
ading.
# #p く0.01v s. no rm al
a nd
* *p (0.OIv s. c ontrol byStude nt i
-te st.
Tablel l. Effe ct ofato rv astatin o nin c r e m e ntal T GTPeak a nd T G
- A U Ca洗er olive oil2
mL/kgload ing ins u c r ose -fedrats.
Tr e atm e nt Pla s-m a T Gc o n c e ntr atio n(mg/dL) Incremental
Fa£ting Pe ak ln c r e m e ntal T G
- A U C
pe ak (mg･hr/dL)
Nor mal lO 68 ± 4 1 63 ± 16 95 ± 17 406± 88
Co ntr ol lO 148 ± 9 360 ± 31 212 ± 27 825 ± 170
(p ( o. 1)a) (P (0. 1)a) (P (0.Ol)a) (P =0.04)a)
J4to FV aStatlb
?O mg/kg lO 83± 4 232 ± 23 14 9± 25 481± 80
(p (o. 1)b) (p (o. 1)b) (p =o.10)b) (p =o.o7)b)
Rats w ere maintain ed fo r 2 w e eks oh a no r m al r at chow diet (No r mal), o r
s u c r o se
-
e n riched diet alo n e(Co ntrol)o rwith ato Ⅳ a statin. Re sults ar e expr e sed a s
the m ean ± SE M. SigniBcan c ew a sdeter min ed by Student i
-test com par ed to the
respe ctive a)norm alo rb)c o ntrolgr o ups ･ Plasm aT Gc o nc e ntratio n
-tim epr o血e after
olive oilloading is shown in Fig. 1 6. In c rem e ntal T Gv alu e sw er e c alculated by
s ubtractingthefastingT Gvalu e丘･o m e achpostpra ndial T Gv alu e a洗e rfatlo ad ing.
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2-4. TGエ マ ル ジ ョ ン の消失速度に対する作用
アトノレバ スタチン の 食後高 T G血症改善作用 に, 血衆で の T G代謝速度が関
与して いるか否かを検討するため, T Gエ マ ル ジョンの 消失速度を検討した(Fig. 17).
T G エ マ ルジョン静脈内投与後の増加 した血紫 T G値の減少は指数関数的で あっ た.
庶糖負荷ラットにおける血祭 T G消失曲線から算出した T G消失半減期は, 正常ラット
と比較して有意に長く, 本 モ デル で は T G代謝が障害されて いるものと考えられた . ア
トル バ スタチンは絶食時には血祭 T G消失半減期を変化させなか っ たの に対して, 高
T G状態である飽食時に は対照群と比較して有意に短縮させた(アトル バ スタチン群:
49 ±8min, コ ントロ ー ル群: 76 ±6 min, P = 0.02, Fig. 17).
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Fig･ 17･ Pla s m ade c ay cu Ⅳ e s a鮎r intr ave n o usinje ctio n oftriglyc eride e m ulsio n
(Intr afat◎)in ato rv a statin - tr eatedsu c r ose -fed r ats. Rats wer e maintained f. r2 w e eks
o n a n o r malrat cho wdiet(No rmal), 声u C r O S e- e n riched diet alon e(Co ntr ol)or with
ato rvastatin 30mg/kg(A T R). Intr afat① w asinje cted inthe(A)fasted o r(B)n o nia sted
(highpl■a s m aT G)state at1 hr a鮎 r 血 al dr ug administratio n. Re s ults a re e xpr e sed as
the m e an ±SE M fo r7 a nim alsI Elimin atio nhalf-tim e(tl/2)wa scalc ulatedbythelin ear
le ast squ ar e sm ethod･
#p (0･ 5and ##p (0･ 1v s･ no rmala nd *p (0. 5vs . co ntr ol by
stude nt 卜te st.
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2-5. オイル 負荷後の TG分泌速度に 対する作用
アトル バ スタチン の食後高 T G血症改善作用 にカイロミクロ ンおよび V L D L画
分の T G 分泌抑制作用が関与して いるか 否かを検討するため, 絶食時およびオイル
負荷後の T G分泌速度に対するアトル バ スタチン の作用 を検討した(Fig. 18). 庶糖負
荷ラットにおけるオリ ー ブオイル 負荷後の カイロミクロ ン及 び V L D L画分の T G分泌速
度は, 正 常ラットと比較して有意 に増加して いた . さらに , 京糖負荷ラットにお いて , オ
リ ー ブオイル 負荷は非負荷時と比較してカイロミクロ ン画分の T G分泌速度を2.3借上
昇させたもの の , V L D L画分の T G 分泌速度 に対 して は作用しかな っ た(29%, P く
o.o1). オイル 非負荷時 には , アトル バ スタチ ンはカイロミクロ ン画分の T G分泌速度に
対しては影響を与えなか っ たもの の , V L D L画分の T G分泌速度を 29%低下させ た(P
く 0.01). 一 方 , オイル負荷時にお い て , アトル バ スタチ ン はカイロミクロ ン画分および
v L D L画分両方の TG 分泌速度を低下させ , その低下率はそれぞれ 21%および 1 9%
であっ た(P 〈O.01).
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3. 考察
今回 の試験は, オリ ー ブオイル を負荷した庶糖負荷ラットが食後高T G血症の
有用な動物 モ デル になりうること, さらにこの 動物モ デ ル を使用して , アトル バ スタチン
が食後高 TG 血症を改善する可能性を示 したもの である. 庶糖負荷ラットは高インスリ
ン血症(64), グル コ ー ス 代謝異常(87), V LbL- T G分泌速度克進(65), そしてリボ蛋
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白リパ ー ゼ および肝 性リパ ー ゼ 活性 の 低下(88) を伴う糖尿病 モ デル の 一 つ とされ て
いる. 今回の我々 の試験では , 庶糖負荷ラットにおい て T G含有リボ蛋白における TG
分泌速度の冗進(Fig. 18)および T G消失速度の低下(Fig. 17)が認められており, 臨
床にお ける食後高 T G血症患者の 特徴と良く 一 致する(83). さらに , オリ ー ブオイル を
負荷した庶糖負荷ラットでは , 脂肪食を与えた食後高 T G血症患者と同様に血祭 T G
値の 高い 上昇, ならび にその 後の 持続が認 められた . 加 えて , 癌異 には示して い ない
が, 本モ デル におい て血祭 T G低下薬で あるベ ザフィプレ ー ト(30mg/kg)はオイル 負
荷後 の血祭 T G値の上昇を抑制しており, 糖尿病を併発する食後高 T G血症患者に
お ける結果(89)と 一 致した . 以上o)結果から, 庶糖負荷ラットにオリ ー ブオイル を負荷
するこの動物モ デル は, 食後高 T G血症の研究に有用 であることが示唆された .
次に我 々 は, この食後高 T G血症モ デル を用 い て , アトル バ スタチン の TG 低
下作用を検討した . 庶糖負荷ラットにお いて は 一 晩の 絶食 により血祭T G値が大きく低
下し, 正常レ ベ ル に戻ることが報告されて いる(59). 今回 の我 々 の 試験にお い ても,
12 時 間の絶食により, 血 衆 T G値は平均で 510mg/dLから11 1mg/dL - と大きく低
下した(Table10). しか しながら, 絶食条件 にお い ても T G分泌速度の克進 および T G
消失速度の低下が認められており(Fig. 17および 18), 高 T G血症の病態的特徴は維
持されて いるものと考えられた .
アトル バ スタチン は本 モ デル にお い て , 2 週 間の 反復経 口投与 により絶食時
の 血衆 T G値だけでなく, 食後の T G借上昇 に対しても抑制作用を示した(Fig. 16).
この 結果 は, ミ ニ ブタを用 い てアトル バ スタチンが食後の T G含有リボ蛋白代謝を改善
することを初めて示した Bur n ettらの 報告と 一 致する(85). 本モ デル にお いて , アトル
バ スタチンは食後 の血祭 T G総暴露量(T G- AtJC)を有意に改善したもの の , オイル 負
荷前の T G値を除いた増加 T G暴露量(in cre m e ntal T G- A U C)に対して は影響を及ぼ
ヽ
さなかi? た . 従 っ て, アトル バ スタチン は絶食時 の T G低 下作用と同じ機序で食後高
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T G 血症を改善する可能 性が推察された . しか しな がら, こ の 結果 は , 有意な
in cr em e ntal T G- A U C の低下が認められて いるBur n ettらの報告と 一 致しない . 正常動
物と比較して高T G血症動物では絶食時 におい てもT G分泌が克進して いること, さら
に絶食時の TG 値に大きなばらつ きがあること(65)から, この 矛盾は病態の差または
例数の違い に起因する可能性がある. 実際に , アトル バ スタチン は健常人における検
討 で はin c r e m e ntal T G- A U Cを改善することが報告されてい る(86)の に対して, 複合
型高脂血症患者で は改善作用を示 して いない(90). しかし, 血 管壁 に作用するの は
血祭中 に存在する全 て のリボ蛋 白 で あることからも , in c r e m e ntal T G- A U Cよりも
T G- A U C の方が重要な臨床パラメ ー タであると考え.られ(33), 今回の 成績はアトル バ
スタチンの 有用性を減弱させるもの ではないと考えられる.
さらに今回 の試験で は , T G エ マ ルジョンを静脈内投与し, その後の 血祭 T G
値の 消失直線からT G消失半減期を求めた . Intrafat◎のような合成 T Gエ マ ルジョンと
本物のカイロミクロ ンの代謝動態 は厳密には異なる(91)もの の , 合成 T Gエ マ ルジョン
はカイロミクロン の 血祭中消失速度を検討するトレ ー サ ー として良く使われて いる(92).
今回の試験で , アトル バ スタチン は絶食時の T G消失半減期に対して影響を及ぼさな
か っ た(Fig. 17A)ことから, 従来の報告(93)どおり, リボ蛋白リパ ー ゼ のような血祭 T G
代謝酵素に対する直接作用 はないものと考えられた.
- 方 , 高TG状 態である非絶食下におい て , アトル バ スタチンはTG消失半減
期を有意に短縮した(Fig. 17 B). こ の 状態で は, 対照群の T G消失半減期が絶食時と
比較して長くなっ ており, 血衆 T G代謝 は飽 和しているものと予想される. T G含有リボ
蛋白は血祭中にお いて , 同じ酵素(L P L)により代謝されると考えられて いる(94). 従 っ
て , アトル バ スタチン投与による T G消失速度の増加は , アトル バ スタチン の血祭 T G
低 下作用 に伴っ て血祭中 TG 代謝 の飽和 が改善したことによる二次的な作用であると
予想される. 粛糖負荷ラットにお い て , アトル バ スタチン は主に肝臓からの V L D L- T G
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分泌を低下させることにより血祭 T G 低下作用を示すこと(25)を考えると, 肝臓からの
V L D L- T G分泌 の低下は , 二 次的に T G含有リボ蛋白の代謝動態を改善する可能性
が示唆される.
さらに, 今回の 結果 は , アトル バ スタチンはカイロミクロ ン ー T G分泌速度に対し
ては影響しないとする正常動物および健常人 による報告と異なる(85,86). 本 モ デル
で は, アトル バ スタチン はオイル負荷後の T G分泌速度をV L D L画分だけでなく, カイ
ロミクロ ン画分にお いても抑制した(Fig. 18L). 超遠心法 により厳密 にカイロミクロ ン粒子
だけを分離することは難しく(95), H P L Cを用 いた我 々 の 予備検討にお い ても, 超遠
心法で分離したカイロミクロ ン画分はカイロミクロ ン粒子だけでなく, 大型 v L D L粒子も
若干混在して いることが示されて いる. 従 っ て , カイロミクロ ン画分の T G値が本当に腸
由来のもの であるの かさらに確認する必要がある. しかしながら, 肝臓からの V L D L分
泌と同様 に, 腸からのカイロミクロ ン分泌も腸細胞内の コ レ ステ ロ ー ル 生合成活性に制
御されており, アトル バ スタチン は腸 内皮細胞(CaCo2 細胞)におい て , 無刺激下では
影響しないもの の , apoB48(小腸型 apoB) 分泌が冗進 してる状態で は抑制作用を示し
たとの報告がある(96). 本 モ デル でも同様に, アトル バ スタチンはカイロミクロ ン画分の
T G分泌速度に対して , 絶食時では作用を示さなか っ たもの の , オイル 負荷後の分泌
克進状態で は抑制作用を示した(Fig. 18). HM G- CoA 還元酵素阻害薬は肝臓に加
え,
■小腸 にも高濃度分布することが報告されて い る
′
(9 7,98)ことからも, アトル バ スタチ
ン は小腸からのカイロミクロ ン ー T G分泌 に対しても抑制作用を示す可能性がある. 前章
で 述 べ たとおり, H M G- CoA 還 元酵素阻 害薬 の V L D レ T G分 泌抑制作用 が
H M G- CoA 還元酵素阻害作用 の 持続時間と関連することを考えると, 薬効持続時間
の長 い アトル バ スタチン はより優れた食後高 T G 血症改善作用を示すものと示唆され
る.
I
なお , 本動物 モ デル の 実験上 の 制約として ,.ラットの 種差に伴う脂質代謝 の
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特異性が挙げられる･ 特にラットの血衆コ レ ステ ロ ー ル 代謝は , 血祭中に存在するコ レ
ステ ロ ー ル がほとんど H D L粒子 に含まれる点など, ヒトやウサギなどの他の種と比較し
て大きく異なることが知られて いる(99,100). 従 っ て, 本動物モデル を食後の コ レステ
ロ ー ル 代謝異常の検討に用 いることは出来ないと考えられる.
4. 小括
1) 庶糖負荷ラットにオリ ー ブオイル を負荷することにより, 脂肪食を与えた食後高脂血
症患者と同様に血紫 TG 値の高い 上昇, ならび にその 後の 持続が認められた . さら
に本モ デル にお い て, 食後高TG血症患者で特徴的に認められる, カイロミクロ ンお
よび VL D L- TG 分泌 の克進 および, 血祭 T G消失速度の低下が認められた.
2)アトル バ スタチン は高 T G状態で低下した血祭 T G消失速度を改善した.
3)アトル バ スタチン はオイル 負荷後の T G分泌速度を V L D L画分だけでなくカイロミク
ロ ン画分でも低下させた .
4) 庶糖負荷ラットは食後高 T G血症の有用な動物 モ デル になり得ること, およびアトル
バ スタチンは主として肝臓および小腸 からの T G分泌を抑制することにより食後高
T G血症を改善する可能性が示唆された . さらに T G分泌 の低下は 二 次的に血衆中
T G含有リボ蛋白の代謝動態を改善することが示唆された.
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総合考察
近年, 疫学試験および大規模臨床試験の結果から, 高コ レ ステ ロ ー ル 血症だ
けでなく, 高 T G血症に つ いても, 虚血性心疾患等の動脈硬化性疾患の 発症と深く関
わっ て いることが認められ つ つ ある. 高 T G血症 では , 低 H D L血症, 高 s mall de n s e
L D L血症 , 高レム ナント血症が生じて血管壁 の コ レ ステ ロ ー ル 蓄積を克進 し, また血
栓形成が冗進することにより動脈硬化性疾患の発症および進展を克進させるものと考
えられてい る.
アトル バ スタチン は , 血祭占レ ステ ロ - ル 低下薬として分類される H M G- CoA
還元酵素阻害薬であるが, フィブラ - ト系薬剤 に匹敵する血祭 TG低下作用を併せ持
つ ことが報告されている. そこで我 々 は , アトル バ スタチンが強力な血祭 T G低下作用
を示す作用機序を解明することを目的として本研 究を行 っ た . 特 に , 従 来か ら
H M G- CoA 還元酵素阻害薬が血祭 T G低下作用を低下させる機序として考えられて
いた肝臓からの V L D L分泌抑制作用を中心 に,in vitr oおよびin vivo の 両面から以
下の試験を実施した .
アトル バ スタチン のヒトに おける血梁中半減期は 10時間以上で あり, 従来 の
H M G- CoA 還元酵素阻害薬( 半減期1 - 3 時間)より長く,
一
動物およびヒトにお いて持
続的なコ レ ステロ ー ル合成抑制作用を示す . そこで我 々は, ヒト肝癌細胞由来 HepG 2
細胞を用 い て, アトル バ スタチン の 持続的な H M G- CoA 還元酵素阻害作用が V L D L
分泌抑制作用 にどのように影響を与えるか検討した . この 試験で は薬効持続時間の
違い をin vitr oで再現するため に , アトル バ スタチン の処置時間を1, 14および 24時
間と変えて , V L D L分泌抑制効果を比較した. アトル バ スタチン は処置時間に関係なく
細胞内の コ レ ステロ ー ル 生合成活性を抑制するもの の , T G生合成活性 には影響を与
ヽ
えなか っ た . - 方 , v LD L分泌 の 指標である apoB 分泌 量および T G分泌 量は処置時
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間依存的に減少 した ･ 細胞 内 コ レ ステリル エ ステ ル含量も処置時間依存的に低下し,
こ の低下率と apoB 分泌 の 低下率との間に相関が認められた. 同様 の結果は同じく
H MG - CoA 還元酵素阻害薬で あるシ ン パ スタチン にお いても認められた. これらの 知
見 から, H M G- CoA還元酵素阻害薬は細胞内に素早く浸透し, コ レ ステロ ー ル 生合成
を抑制するが, 貯蔵されて いる細胞内コ レ ステリル エ ステ ル が減少するには時間を要
すると考えられ , これと関連する V L D L分泌を抑制するには長時間の作用が必要 であ
ることが示唆された･ この V L D L分泌抑制作用 は H MG -CoA 還元酵素阻害薬共通の
作用と考えられるが , 従来の H MG - CoA 遼元酵素阻害薬と比較して薬効持続時間の
長 いアトル バ ス タチン は効果的に肝臓からの V L D L分泌を抑制し, 結果的に強い血紫
TG低下作用を示す可能性が示唆された .
一 方 , 肝臓 にお い て T G生合成活性に影響せず, 肝臓からの TG分泌を抑制
すると, 代償的に T G が細胞内に蓄積し,月別方肝を併発する可能性が危倶される. し
か しながら, 臨床試験で はアトル バ スタチン が肝臓 T G含量を上昇させるという報告は
なく, ラットやミニ ブタなどの 非臨床試験で は逆 に低下させる傾向が見られて い た . こ
れらの 知見は, 動物にお いて は HepG 2細胞とは異なる別 の V L D L分泌抑制機序の存
在を予想させるもの である. そこで我 々 は , 高 T G血症動物である庶糖負荷ラットにお
ける V L D L分泌抑制作用 に つ い ても検討を加えた.
HepG 2細胞と
■
は異なり, アトル バ スタチン は2週間の反復投与によりラット肝臓
におけるコ レステ ロ ー ル 生合成を抑制するだけでなく, T G生合成活性および肝臓 T G
含量を有意に低下させた . 肝臓 における脂質代謝遺伝子(mR N A)発 現量を調 べ た結
果 , 肝臓 の遊離脂肪酸濃度 によりその発 現量 が調節されることが知られて いるアシ ル
CoA 合成酵素発現量が 90%低下して いた . 実際に, アトル バ スタチン は2週 間の反復
投与 により肝臓の遊離脂肪酸含量を低下させ , この低下率と T G生合成活性 の低下
率との 間に強い 相関が認 められた. これらの結果 から, ラットにおい ては , アトル パ スタ
- 68-
チンは肝臓の T G生合成活性を抑制することが, T G分泌抑制作用 の機序であること
が示唆された . しかしながら, この 作用は単回投与で は認 められなか っ たことから, T G
合成系 に対する直接作用ではなく, 反復投与による遊離脂肪酸含量の 低 下が関与す
ると考えられた .
H M G- CoA 還元酵素阻害薬はフィプ レ ー ト系薬剤と同様に P P A Rα刺激作用
を有することが報告されている. P P A Rαは肝臓における遊離脂肪酸分解経路であるβ
酸化を活性化することが知られて いる . そこで , 我 々 はアトル バ スタチンが肝臓の遊離
脂肪酸含量を低下させる機序に, 肝臓の β酸化活性が関与して いる可能性を検討し
た . その 結果 , アトル バ スタチ ンは月干臓にお けるβ酸化活性を有意 に増加させた . β
酸化活性の増加率と肝臓 T G含量 の 低下率の 間には有意な相関が見られるとともに ,
肝臓 T G含量 の低下率と血祭 T G値の低下率との 間にも相関性が認められた . 一 方 ,
遊離脂肪酸合成系に対してアトル バ スタチ ン は作用を示さなか っ た. これらの 結果か
ら, アトル バ スタチンはβ酸化克進作用 により肝臓遊離脂肪酸含量を低下させ , 二 次
的 に肝臓 T G合成を抑制する可能性が示唆された . - 方 , アトル バスタチンと同程度
のV L D L分泌抑制作用を示す用量の M T P阻害薬B M S- 201038は, 肝臓の β酸化活
性に対して作用を示さなか っ た. また , B M S-201038は肝臓の TG 含量を劇的に増加
させた . この 結果は , T G合成系 に作用 せずにVL DL分泌ゐみを抑制することが代償
的な脂肪肝を発症する可能性を示 して いる . 以上 の 結果 から, 少なくともラットにお い
て は, アトル バ スタチン は間接的ながら T G生合成系を抑制することによりV L D L分泌
を抑制して いることが見い だされた.
T G生合成系に対するアトル バ スタチン の作用 が HepG 2細胞とラットで異なる
理由に つ いて は実験条件が異なることもあり明らかで はない . しかしながら, HepG 2細
胞 に おけるβ酸化活性 はラットや ヒトの 肝細 胞と比較して弱 い ことが報告されて おり,
＼
β酸化活性 の違い が 一 つ の 原 因で ある可能性がある. β酸化活性はラット肝細胞 >ヒ
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ト肝細胞 > HepG 2細胞 の順で弱くなるため, ヒトにお いては, V L D L分泌 に対するβ
酸化活性 の恵与はラットに比 べ て低く, 代わりに第 1 章で示したコ レ ステリル エ ス テル
を介した機序の寄与が高い 可能性がある.
最後に我 々 は , 急性 心筋梗塞との 関連が報告され , 注 目され て いる食後高
T G血症に対するアトル バ スタチンの 効果を検討した . 2型糖尿病患者にお いて は同じ
食事を摂取したとしても, 健常人と比較して食後の高 T G状態が非常に長く続くことが
知られており, これが糖尿病における心血管疾患発症率の高さに関与して いる可能性
がある･ このように, 近年注目されて いる食後高 T G血症であるが, 確立された動物モ
デル はなく, T G低下薬の評価は基本的に 正常動物を用 い て検討されて いた. 我 々 は
粛糖負荷ラットにオリ ー ブオイル を負荷することにより, 正 常ラットと比較して高 T G 状
態が長時間続くことを見 いだした. さらに本 モ デ ル は, カイロミクロ ンおよび v L D L分泌
速度の増加 , ならび に血祭T G異化速度の低下とい っ た, 臨床における食後高 T G血
症と同様の特徴を有しており, 食後高 T G血症の有用な動物モ デル になると考えられ
た･ 本モ デル にお い て, アトルバ スタチン はオリ ー ブオイル 負荷後の 血祭 T G値のピ ー
クおよび 8時間まで の 総和(A U C)を抑制した. この 時, アトル バ スタチンは血祭 T G異
化速度に対して血祭中 T G濃度が低い状態で は影響を与えなか っ たが, 高い 状態で
は増加させた . さらに, アトル バ スタチンはオイル負荷後の カイロミクロ ン および v L D L
画分の T G分泌速度をともに抑制して いた . これらの結果から, アトル バ スタチンは主と
して肝臓または小腸 からの T G分泌速度を抑制することにより食後高 T G血症を改善
する可能性が示唆された ･ また, T G異化速度に対して は直接作用で はなく, 血祭 TG
濃度を低下させることにより間接的に作用する可能性が示唆された. このようにアトル
バ スタチンは 臨床上重要な病態である食後高 T G血症に対しても, その V L D L分泌抑
制作用により改善効果を示 す可能性が示唆された.
HepG 2細胞 および庶糖負荷高 TG 血症ラットを用 いたこれらの試験成績から,
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HM G- CoA 還元酵素阻害薬の T G低下作用 の 主要な機序である V L D L分泌抑制作
用にはβ酸化を介する経路とコ レス テリル エ ス テル を介する機序の存在が示唆される
こと, さらに作用発現 には薬物の 作用持続時間が重要 で あることが示唆された(Fig.
19). さらに本研究では , 急性 心筋梗塞との関連が指摘されて いる食後高 T G血症の
動物モ デルとして庶糖負荷ラットが有用 である可能性を示した . アトル バ スタチン はこ
の御物 モ デ ル に お い て , 食 後高 T G 血症特有 の 作用 を改善した ･ 本 研究は
H M G- CoA 還元酵素阻害薬 の副次的な作用 である T G低下作用の機序を明らか にし
ており, 今後の T G低下薬の 開発 に有用な情報となると考えられる.
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総括
H M G- CoA 還元酵素阻害薬の 副次的な効果で ある血祭 TG 低下作用に つ い
て , その 主要な機序として考えられて いるV L DL 分泌抑制作用を中心に検討を加えた .
本研究によっ て得られた知 見を次に要約した .
1) H M G- CoA 還元酵素阻害薬の V L D L分泌抑制作用には, β酸化を介する経路と
コ レ ステリル エ ステ ル を介する機序の存在が示唆された.
2) これらの 作用 は HMG - CoA還元酵素阻害薬の 主作用である肝臓の コ レステ ロ ー ル
生合成抑制作用を介した作用と考えられるが, H MG - CoA 還元酵素阻害薬がこれ
らの作用を発現するには持続的な作用を必要とする羊とが示唆された. アトル バ ス
タチンはその 作用持続時間 の長さから, 従来の H M G- CoA 還元酵素阻害薬よりも
明確に V L D L分泌を抑制レ, 血祭 TG 値を低下させる可能性が推察された.
3) 急性心筋梗塞との 関連が指摘されて いる食後高 T G血症の動物モ デルとして , オ
リ ー ブオイル を投与した庶糖負荷ラットが薬効の評価 に有用なモ デル になりうること
を示した･ アトル バ スタチン はこの動物 モ デル にお いて
, 食後高 T G血症特有の作
用を改善した･ この効果 にもアトル バ スタチ ン の V L D L分泌抑制作用が寄与して い
ると考えられた .
以上より, 本研究は H M G- CoA 還元酵素阻害薬の血祭 TG 低下作用機序を
明らか にしており, 今後の 高脂血症治療薬の開発に有用な情報となることが期待でき
る .
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